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1. Einleitung 
Mit den Entwicklungen in den siebziger Jahren des vorigen Jahrhunderts auf dem 
Gebiet der Gentechnologie (1973 erste Neukombination von Genen im Reagenzglas) 
setzte eine neue Ära der Biotechnologie ein. Bereits 1985 existierten mehr als 400 
Gentechnik-Firmen in den USA, Ende der neunziger Jahre waren es schon fast 1300 
allein in den Vereinigten Staaten (in Europa waren es 1996 über 700 Biotechnik-
Unternehmen). Jeder zehnte Wirkstoff in der klinischen Prüfung war 1980 ein 
Biopharmazeutikum, inzwischen werden deutlich mehr Biopharmaka klinisch getestet 
im Vergleich zu klassischen Wirkstoffen. Diese Zahlen zeigen die wachsende 
Bedeutung und Anwendung der Herstellung rekombinanter Proteine als 
Biotherapeutika [Dingermann, 1999]. 
Vor allem während der letzten zehn Jahre hat die Zahl der neuen 
biopharmazeutischen Anwendungen stark zugenommen. Im Jahr 2003 wurden 15 
Produkte neu zugelassen (davon waren neun neue biopharmazeutische Produkte, 
sechs neue Indikationen von bereits auf dem Market etablierten Produkten). Im Jahre 
2003 waren zusätzlich 270 biopharmazeutische Produkte in klinischen Studien. Die 
meisten Indikationen sind auf dem Gebiet der Onkologie zu finden (101 der 
klinischen Studien mit onkologischen Indikationen allein im Jahre 2003). In diesem 
therapeutischen Gebiet wurden und werden neue Tumorrezeptoren entdeckt, gegen 
die monoklonale Antikörper entwickelt wurden und werden, die als murine, chimäre, 
humanisierte oder volle humane Antikörper Einsatz finden [Werner, 2004].  
Die bis zum Jahr 2003 zugelassenen therapeutischen monoklonalen Antikörper sind 
in Tab. 1.1 zusammengestellt. Die erzielten bzw. erwarteten Umsätze von 
therapeutischen Antikörpern und die Verteilung der 2002 in der Entwicklung 
befindlichen therapeutischen Antikörper sind in Abb. 1.1 dargestellt [Werner, 2004]. 
 
Tab. 1.1 Monoklonale Antikörper Therapeutika von der US FDA zugelassen [Gura, 2002]: 
Product Type Condition Company Approved 
Orthoclone OKT3 Mouse Transplant rejection Johnson & Johnson June 1986 
ReoPro Chimaeric Cardiovascular 
disease 
Eli Lilly December 1994 
Rituxan Chimaeric Non-Hodgkin’s 
lymphoma 
Genentech November 1997 
Zenapax Humanized Transplant rejection Roche December 1997 
Simulect Chimaeric Transplant rejection Novartis May 1998 
Synagis Humanized Respiratory 
syncytial virus 
MedImmune June 1998 
Remicade Chimaeric Rheumatoid 
arthritis/Crohn’s 
disease 
Johnson & Johnson August 1998 
Herceptin Humanized Metastatic breast 
cancer 
Genentech September 1998 
Mylotarg Humanized 
(toxin-linked) 
Actute myelogenous 
leukaemia 
American Home 
Products 
May 2000 
Campath Humanized Chronic lymhocytic 
leukaemia 
Millennium 
Pharmaceuticals 
May 2001 
Zevalin Chimaeric 
(radionuclide-
linked) 
Non-Hodgkin’s 
lymphoma 
IDEC 
Pharmaceuticals 
February 2002 
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Abb. 1.1 Umsatz für therapeutische Antikörper (links) und therapeutische Antikörper in 
Entwicklungsphase im Jahr 2002 (rechts) [Werner, 2004]. 
 
 
 
Abb. 1.2 Mengenbedarf einiger therapeutischer Antikörper und Fusionsproteine [Covance, 
2004] 
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Die Anforderungen an die Prozessentwicklung und Herstellung therapeutischer 
monoklonaler Antikörper zeigt folgende Übersicht: 
 
Die Herausforderungen des Marktes für Monoklonale Antikörper: 
· Der globale Markt für therapeutische monoklonale Antikörper erreichte ein 
Gesamtvolumen von 7,2 Milliarden US$ alleine im Jahr 2003 
· Die durchschnittliche jährliche Wachstumsrate der vorausgegangen 5 Jahre 
betrug 53% [Marketresearch.com, 2004] 
· Mehr als 340 rekombinante Antikörper sind zurzeit in der „Pipeline“ [Research 
and Markets, 2004] 
· Zur Zeit sind 15 rekombinante Antikörper auf dem Markt als Biopharmaka zu 
gelassen 
· Einige davon haben „blockbuster“-Potential 
· Hohe Applikationsdosen werden bei therapeutischen monoklonalen 
Antikörpern benötigt (mehrere 10 bis mehrere 100 kg pro Jahr sind 
erforderlich) 
· Herausforderung: Produktion von großen Mengen bei gleichzeitig 
kostenmäßiger und zeitlicher Effizienz 
 
Das Potential in diesem Gebiet der Biotechnologie wird auch anhand des 
Mengenbedarfs therapeutischer monoklonaler Antikörper und Fusionsproteine der 
letzten Jahre und, kalkuliert, für die nächsten Jahre deutlich (Abb. 1.2). 
1.1 Säugerzelllinien als Produktionssystem 
Viele rekombinante Proteine sind, wenn sie in Prokaryonten oder niederen 
Eukaryonten exprimiert werden, nicht funktionsfähig. Für die physiologische und 
pharmazeutische Wirkung sind oftmals posttranslationale Modifikationen der Proteine 
notwendig, die nur in höheren eukaryotischen Zellen möglich sind. Diese 
Modifikationen umfassen die Ausbildung von Disulfidbrücken, N- und O-
Glykosylierung, Schutz des N-Terminus mittels N-Acetyl- und N-Acylresten. 
Die Herstellung von pharmakologisch wirksamen glykosylierten Proteinen mittels 
Säugerzellkulturen als Produktionssystem nimmt einen stark wachsenden Bereich in 
der Biotechnologie ein. Es werden Proteine wie Tissue Plasminogen Activator (tPA, 
ein thromben-auflösender Wirkstoff), Faktor VIII (ein Blutgerinnungsfaktor), 
Erythropoetin (EPO, ein Wachstumsfaktor bei der Erythropoese) in großtechnischen 
Maßstab hergestellt. 
Ein Beispiel für ein solch komplexes Protein ist der Blutgerinnungsfaktor VIII. Es ist 
etwa 40mal größer als Insulin (Mr=333kDa). Der Glykoanteil dieses Proteins beträgt 
etwa 20% der Molekulargewichtes (25 Glykosylierungsstellen, 7 Disulfidbrücken). Die 
gentechnische Herstellung dieses hochkomplexen Proteins kann nur in Säugerzellen 
erfolgen, da diese Zellen sehr ähnlich zu den Zellen sind, in denen diese Proteine in 
natürlichem Umfeld synthetisiert werden. Zwei wichtige Voraussetzungen müssen für 
die rekombinanten Säugerzelllinien zutreffen, um als Wirtszelle zur heterologen 
Genexpression geeignet zu sein: Die geforderten posttranslationalen Modifikationen 
müssen prinzipiell in den Zellen durchführbar sein und die Zellen müssen in Kultur 
kontinuierlich wachen können [Dingermann, 1999]. 
Im Vergleich zu Mikroorganismen stellen tierische Zellen höhere Anforderungen an 
eine Kultivierung. Für ein optimales Wachstum von Säugerzellen sind zahlreiche 
Nährstoffe notwendig, die die komplexen und kostenintensiven Zellkulturmedien 
enthalten. Die Toleranzgrenzen des Wachstumsmilieus für Säugerzellen sind oftmals 
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sehr klein, so dass andere Ansprüche an Mess-, Steuer- und Regelungstechnik zu 
gewährleisten sind. Die Erfordernisse an die Reaktortechnik zur Kultivierung von 
Säugerzellen sind im wesentlichen durch die deutlich höhere Scheranfälligkeit 
begründet, da Säugerzellen im Gegensatz zu Mikroorganismen keine Zellwände 
besitzen. 
 
Tab. 1.2 Vergleich der spezifischen Wachstumsraten von Bakterien, Hybridoma und BHK-
Zellen [Dellweg, 1997, Vriezen et al., 1997] 
 spezifische Wachstumsraten 
[h-1] 
Bakterien 0,5-3,0 
Hybridoma-Zellen 0,04-0,05 
BHK-Zellen 0,02-0,04 
 
Tierische Kulturen zeichnen sich durch geringe Wachstums- (Tab. 1.2) und 
Produktionsraten aus in Relation zu mikrobiellen Zellen [Konstantinov et al., 1995, 
Schügerl, K., 1997, Schmelzer, et al., 2000]. Das Ziel einer Prozessentwicklung ist es 
nun, Milieubedingungen und Kultivierungsstrategien für jede Zelllinie zu konzipieren, 
um Wachstumsraten und Produktivitäten zu erhöhen. 
1.2 Zielsetzung 
Die Promotion ist eingebetet in das Kooperationsprojekt mit der Firma Merck, 
Darmstadt. Ziel hierbei ist eine geeignete Prozessführung zu entwickeln für die 
Produktion eines humanen anti-EGFR-IL2-Fusionsproteins mit einer rekombinanten 
Baby-Hamster-Kidney-Zelllinie (BHK-CH3-IL2). Dieses Protein, dessen mögliche 
Anwendung in der Tumortherapie ist, befindet sich in der vorklinischen Forschung. 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist, einerseits relevante Prozessparameter zu 
untersuchen, um eine geeignete Prozessstrategie hinsichtlich Zellwachstum und 
Produktbildung zu entwickeln (klassische Prozessentwicklung). Andererseits sollen 
neue rationale Ansätze der Prozessentwicklung mittels des Werkzeugs der 
metabolischen Stoffflussanalyse in Säugerzellen entwickelt werden. 
 
Diese Aufgaben lassen sich in zwei Hauptschwerpunkte unterteilen: 
 
Klassische Prozessentwicklung 
 
· Limitierungen von Nährsubstraten und Inhibierungen von metabolischen 
Endprodukten sollen erkannt und möglichst beseitigt werden. 
· Einflüsse von Kultivierungsparametern (z.B. Gelöstsauerstoffkonzentration, pH-
Wert, Kultivierungstemperatur etc.) sollen auf Wachstum und Produktbildung 
untersucht werden. Hierzu ist eine Parallelisierung der Versuchsdurchführung 
notwendig. Um die Aufnahme von Wachstumskinetiken unter kontrollierten 
Bedingungen (pO2-Aufzeichnung und –Regelung, pH-Wert-Regelung mittels CO2 
in der Gasphase) zu ermöglichen, soll eine cellferm-pro-Anlage der Firma 
DASGIP, Jülich, etabliert und in entsprechenden Versuchsreihen evaluiert 
werden. 
· Die Ergebnisse des Prozessparameterscreenings sollen auf den Rührkessel 
übertragen werden. 
· Verschiedene Betriebsweisen der Prozessführung (batch, kontinuierliche 
Verfahren mit und ohne Zellrückhaltung, unterschiedliche Zellrückhaltesysteme) 
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sollen hinsichtlich ihrer Eignung zur Kultivierung rekombinanter BHK-Zellen 
untersucht werden.  
· Untersuchung der Zellzyklusphasenverteilung im Verlauf von batch-
Kultivierungen mit dem Ziel der Zellzyklusarretierung (Produktbildung in 
Abhängigkeit der Zellzyklusphase). 
 
Neue rationale Ansätze der Prozessentwicklung (Metabolische 
Stoffflussanalyse = metabolic flux analysis) 
 
Der Haupteinsatz der Stoffflussanalyse ist die rationale Untersuchung des 
Zellmetabolismus unter stationären Bedingungen. 
 
· Evaluierung der Methoden zur metabolischen Stoffflussanalyse in BHK-Zellen. 
Prüfung der Durchführbarkeit der metabolischen Stoffflussanalyse in 
Säugerzellkulturen. 
· Auslegung des Reaktors und der Betriebsparameter (chemostatische 
Betriebsweise) zur Umsetzung der Erfordernisse der stationären Zufütterung von 
13C-markierter Glukose, Markierungszeit, Zellernte, Aufarbeitung der Biomasse 
zur Untersuchung im NMR.  
· Methodenevaluierung zur Analyse der Isotopomerverteilung im 2D-NMR 
proteinogener Aminosäuren in Kooperation mit Albert de Graaf, Institut für 
Biotechnologie 1, Forschungszentrum, Jülich (heute: Firma MetEX, Frankreich). 
· Entwicklung eines Stoffwechselmodells für BHK-Zellen und metabolische 
Flussberechnung. 
· Bilanzierung der extrazellulären Stoffflüsse und Ermittlung der 
Biomassezusammensetzung für die intrazelluläre Flussberechnung. 
· Prüfung von Anwendungen für die rationale Bioprozessentwicklung mittels der 
metabolischen Stoffwechselanalytik. 
 
6  1. Einleitung und Zielsetzung 
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2. Theoretischer Hintergrund 
 
2.1 Immuntherapie als Ansatz zur Krebsbehandlung 
Krebserkrankungen sind nach Herz-/Kreislauferkrankungen die zweithäufigste 
Todesursache sowohl in den USA als auch in Europa. In der Europäischen Union 
wurden im Jahr 1998 insgesamt 925.000 Todesfälle verzeichnet. Schätzungen 
zufolge wird in den Industrienationen bis zum Jahr 2020 mit etwa 20 Millionen neuen 
Krebspatienten pro Jahr zu rechnen sein. Die Verteilung der neu diagnostizierten 
Krebserkrankungen in der EU zeigt, dass Bronchial-, Kolorektal- und 
Mammakarzinome die häufigsten Formen des Krebses sind (Abb. 2.1). Die 
Krebsbehandlung wird auch heute noch durch die Chirurgie, Strahlen- und 
Chemotherapie bestimmt. Neuartige Biotherapeutika werden jedoch vermehrt zu 
einem integralen Bestandteil vieler Behandlungsstrategien von Krebs [Merck, 2001]. 
Pankreas
3% Blase
5%
Kolon und Rektum
13%
Lunge
14%
Andere insgesamt
41%
Mamma
12%
Prostata
6%
Magen
6%
 
 
Abb. 2.1 Häufigste Formen von neu diagnostiziertem Krebs in den EU-Ländern [Merck, 2001] 
 
Die neuen Ansatzpunkte für die Therapie von Krebserkrankungen ergeben sich aus 
den grundlegenden molekularen Erkenntnissen. Meist infolge gehäufter Mutationen 
in der DNA einer Zelle entzieht sie sich schließlich der zellulären Kontrolle. Die 
Proteinzusammensetzung der Membranproteine ist dann unterschiedlich zu den 
gesunden „normalen“ Zellen. Diese bieten Ziele für die Immuntherapie [Kelley, 2001]. 
Es wurde und wird ein breites Spektrum von Zielen und Wirkweisen der 
Immuntherapie untersucht. Viele der Wirkstoffe im Bereich der Immuntherapie 
befinden sich in vorklinischer und klinischer Forschung, eine größer werdende Zahl 
ist bzw. wird als Biotherapeutika zugelassen [Walsh, 2003]. Die phänotypischen 
Unterschiede von Krebszellen gegenüber gesunden Zellen können genutzt werden, 
um spezifisch gegen Tumorzellen Antikörper zu erzeugen. Ein Target ist 
beispielsweise der Rezeptor für epidermale Wachstumsfaktoren (EGFR= Epidermal 
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Growth Factor Receptor). Dieser wird auf der Oberfläche von Tumorzellen, vor allem 
von metastasierenden Brustkrebszellen, deutlich häufiger exprimiert als auf normalen 
Zellen (Abb. 2.4). Die Signalkaskade des EGFR ist in Abb. 2.2 dargestellt. Wichtige 
Schritte sind die Rezeptordimerisierung infolge der Wachstumsfaktorbindung (EGF 
oder TGF-alpha), die Autophoshorylierung durch die Tyrosinkinase und schließlich 
über eine Signalkaskade die Genaktivierung zur Initiierung der Zellteilung. 
 
 
Abb. 2.2 Vereinfachte Darstellung des EGFR-Signaltransduktionspfads ausgehend von 
Bindung des Wachstumsfaktors an den EGF-Rezeptor und dessen Stimulierung bis 
hin zur Initiierung der Zellteilung [Hong and Ulrich, 2000] 
 
Wichtige Angriffspunkte der Immuntherapie in der EGFR-Kaskade sind im Folgenden 
kurz zusammengestellt (Abb. 2.3): 
· Monoklonale Antikörper: binden spezifisch an den EGF-Rezeptor und verhindern 
so die liganden-induzierte Aktivierung dieses Rezeptors und damit die 
Signalvermittlung. Das weitere Wachsen und Ausbreiten des Tumors wird 
verhindert. Prominentestes Beispiel hierfür ist der monoklonale Antikörper 
„Trastuzumab“ von Hoffmann-La Roche, der unter dem Handelsnamen 
„Herceptin“ seit August 2000 auch in Deutschland zugelassen ist. Auch von der 
Firma Merck, Darmstadt in Kooperation mit der Firma ImClone, New York ist ein 
Antikörper unter dem Namen „Cetuximab“ (Erbitux®) seit Dezember 2004 
zugelassen [Mushin et al., 2004]. 
· Immunozytokine: Antikörper-Zytokin-Fusionsproteine, die durch genetische 
Kopplung von Genen, die einen monoklonalen Antikörper und Zytokine (z.B. IL-2) 
kodieren, erzeugt werden. Diese Proteine zielen mit ihrem Antikörperanteil direkt 
auf dem Tumor ab (EGFR als Antigen) und verstärken dort durch das 
angekoppelte Zytokin die gegen den Tumor gerichtete Immunantwort. 
· Ligand-toxine und Immunotoxin Konjugate: Durch Verknüpfung eines Toxins mit 
einem zellbindenden Liganden oder Antikörper, wird die zytotoxische Aktivität 
spezifisch gegen Krebszellen gerichtet. 
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· Inhibierung der Tyrosin-Kinase Aktivität: Veränderte „nicht-normale“ 
Signaltransduktion von rezeptorgebundenen Tyrosin-Kinasen sind an der 
Initiierung und Progression von unterschiedlichen Krebsarten beteiligt. Tyrosin-
Kinase-Inhibitoren (TKI) unterbrechen die Signalkaskade durch die Blockierung 
der Autophosphorylierung der Rezeptoren [Hong and Ulrich, 2000]. Zu diesen 
sog. „small-molecule“ Inhibitoren zählen Quinazoline, wie z.B. das als Gefitinib 
2003 zugelassene IressaTM von AstraZeneca, und die Pyrazolo-/Pyrrolo-
/Pyridopyimidine. Viele dieser TKI’s befinden sich zurzeit in klinischen Studien 
(z.B. Erltinib in Phase III von Roche/OSI/Genentech, CI-1033 (canertinib diHCl) in 
Phase II von Pfizer oder GSK 572016 (lapatinib ditosylat) in Phase II von 
GlaxoSmithKline) [Mushin et al., 2004]. 
· Antisense-Strategien: Die EGFR-Aktivierung kann prinzipiell auch durch 
antisense Oligonukleotide inhibiert werden. Diese synthetisch hergestellte und 
modifizierte RNA oder DNA interagiert mit bestimmten Sequenzen der mRNA und 
inhibiert so die Expression des kodierten Proteins, z.B. des EGF oder EGFR 
[Hong and Ulrich, 2000]. 
 
 
 
 
Abb. 2.3 Vereinfachte Darstellung des EGFR-Signalweges und vier Strategien der Inhibierung 
der EGFR-Aktivität [Hong and Ulrich, 2000] 
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Abb. 2.4 Der EGF-Rezeptor als Tumormarker bei unterschiedlichen Krebsarten [Merck KGaA, 
2004] 
 
Die in dieser Arbeit eingesetzte BHK-Zelllinie sekretiert ein Fusionsprotein, welches 
aus einem anti-EGFR-IgG1-Antikörper (Abb. 2.5) und C-terminal gebundenen 
humanen Zytokin Interleukin 2 (IL-2) besteht (Abb. 2.5). Dieses Immunozytokin ist 
gegen Tumore gerichtet, die epidermalen Ursprungs sind, wie z.B. Brust-, Lungen- 
und Ovarientumore. Die Zellen dieser Tumore exprimieren auf ihrer Zelloberfläche 
verstärkt den humanen EGF-Rezeptor, der somit als Tumorantigen genutzt werden 
kann (Abb. 2.4). Der monoklonale Antikörper bindet spezifisch mit dem Fab-Anteil an 
das Tumorantigen und löst im Mikromilieu des Tumors eine Immunantwort aus. Der 
Fc-Anteil des Antikörpers vermittelt einerseits die komplementabhängige Zytolyse 
(CDC = complement-dependent cytolysis) und die Aktivierung von natürlichen 
Killerzellen (unspezifische Abwehr). 
 
 
Abb. 2.5 Computermodell der Molekularstruktur eines monoklonalen Antikörpers [Merck KGaA, 
2001] 
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Andererseits vermittelt die Effektorfunktion des Fc-Anteils die antikörperabhängige 
Zellzytotoxizität (ADCC = antibody dependent cell-mediated cytotoxicity), die zur 
Aktivierung der Fc-rezeptorpositiven Effektorzellen (z.B. Makrophagen, 
Granulozyten, Monozyten) führen (Abb. 2.6). Das Zytokin (z.B. IL2), welches den N-
terminalen Anteil des heterologen Proteins darstellt, aktiviert die 
zytokinrezeptorpositiven T-Lymphozyten und induziert deren Proliferation. Diese 
spezifische Immunabwehr führt im Zusammenwirken mit den Mechanismen der 
effektorfunktionsvermittelten Immunreaktionen zum Absterben der Tumorzellen. Im 
Detail wird in Kombination der Wechselwirkung des IL-2 als Stimulator für 
cytotoxische T-Zellen mit den entsprechenden MHC-Komplexen eine Immunreaktion 
eingeleitet, die spezifisch gegen die so markierten Tumorzellen gerichtet eine 
Apoptose der Krebszellen einleitet (Abb. 2.7). 
Zwei Immunozytokine huKS-IL2 und hu14.18-IL2 befinden sich bei der Firma 
MERCK in der Entwicklung. huKS-IL2 ist gegen das auf epithelialen Tumoren (z.B. 
Nieren-, Kolorektal-, Bronchial-, Mamma-, und Pankreaskarzinom) überexprimierte 
Zellmembran-Glykoprotein KSA (Tumor-Antigen) gerichtet. hu14.18-IL2 bindet an 
das Gangliosid GD2, welches auf neuroektodermalen Tumorzellen überexprimiert 
wird (z.B. Melanom, Neuroblastom). Beide Immunozytokine sind im Jahr 2000 in 
klinischer Phase I und Phase II gewesen, im Tiermodell haben sich erfolgreiche 
Ergebnisse gezeigt [Merck KGaA, 2001]. 
 
 
 
 
Abb. 2.6 Struktur und Funktionen eines Immunzytokins [Merck KGaA, 2001] 
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Abb. 2.7 Wirkweise von Immunzytokinen, welche an ein Tumorantigen binden. Sie richten 
einerseits mittels der Effektorfunktion des Antikörpers über das Komplementsystem 
Immuneffektorzellen gegen die Tumorzelle (z.B. Natürliche Killerzellen, unspezifische 
Abwehr) oder aktivieren andererseits mittels des Zytokinanteils IL2 spezifisch T-
Lymphozyten und regen diese zur Proliferation an, welche somit eine spezifische 
Abwehr gegen die Tumorzellen induziert [Merck KGaA, 2001] 
 
2.2 Rekombinante Proteine in BHK-Zellen 
Die häufigsten Säugerproduktionszelllinien sind rekombinante CHO- (Chinese 
Hamster Ovary) und BHK-Zellen (Baby Hamster Kidney). Viele therapeutische 
Proteine werden in CHO-Zellen hergestellt, wie z.B. Erythropoietin (EPO), 
Transforming Growth Faktor (TGF), Tissue Plasminogen Activator (TPA), Interferon 
beta (IF-b) etc. Therapeutische Proteine, die in BHK-Zellen hergestellt werden, sind 
beispielsweise Faktor VIIa (NovoSeven®, ein von der Firma Novo Nordisk, 
Dänemark, hergestelltes Glykoprotein zur Koagulation von Blut bei Hemophilie B 
Patienten), Faktor VIII (Kogenate®, eine von der Firma Bayer im Perfusionsverfahren 
produzierter Blutgerinnungsfaktor), Faktor IX (Koagulations- Faktor IX, von der Firma 
Wyeth und Baxter hergestellt) etc. [Dingermann, 1999] 
Die geringe Anzahl von Zelllinien zur Produktion pharmazeutischer Proteine hat nicht 
nur rationale Gründe (Anforderungen, wie Expressionseffizienz heterologer Gene, 
post-translationale Modifikationen, Stabilität der transgenen Expression, 
Kultivierungsbedingungen, Fermentationserfordernisse etc.), sondern ist 
hauptsächlich durch die Zulassungsbehörden begründet. Ist eine Zelllinie als „sicher“ 
eingestuft und zugelassen, dann ist sie für weitere Anwendungen besonders 
geeignet, da der Nachweis der Sicherheit auch mit anderen heterologen Proteinen 
deutlich vereinfacht ist [Hauser und Wagner, 1997]. 
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BHK-Zelle (MERCK) 
Im Jahre 1961 wurde aus den Nieren von fünf ein Tag alten syrischen Hamstern eine 
Fibroblasten-Zelllinie etabliert [Stoker und MacPherson, 1964]. Ein Subklon (Clone 
13) dieser parentalen Zelllinie, BHK-21, wurde zunächst als Zelle für 
Virusuntersuchungen (Polyomavirus) eingesetzt [Stoker, 1962]. Erst später mit der 
Entwicklung der gentechnischen Methoden wurde sie als Wirtszelle zur 
rekombinanten Proteinproduktion genutzt. 
 
 
 
Abb. 2.7 Fotos der parentalen BHK-21 Zelllinie (Wachstum adhärenter Fibroblasten) 
[http://www.lgcpromochem-atcc.com/images/Cells/CCL-10_mg1.jpg] 
 
Parentale BHK-21-Zellen sind adhärent wachsende Fibroblasten (Abb. 2.7). Diese 
können durch Selektion an Suspensionsbedingungen adaptiert werden. Die 
rekombinante BHK21A-CH3-IL2-48.2-Zelllinie (MERCK) wurde von der Firma Merck 
kloniert und an serumfreie und Suspensionsbedingungen adaptiert (Abb. 2.8). Das 
Fusionsprotein wird exprimiert von einem tricistronischen Vektor, welcher das 
Fusionspeptid, bestehend aus schwerer Kette des IgG und IL2, die IgG leichte Kette 
und zwei Selektionsmarker (Puromycin und Neomycinresistenz) enthält. Das 
Molekulargewicht des Fusionsproteins beträgt ca. 160 kD im nativen Gel als 
Monomer (es können auch Multimere entstehen, besonders IL2-Multimere). 
Denaturiert hat die leichte Kette ca. 20 kD und die schwere Kette ca. 65 kD [Dunker, 
2001]. 
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Abb. 2.8 Mikroskopische Aufnahmen der BHK-21A-CH3-IL2-48.2-Zelllinie (MERCK), die an 
serumfreie Bedingungen und in Suspension wachsende Kulturen adaptiert sind (hier: 
exponentielles Wachstum in stationären Kulturbedingungen, 
T75-Gewebekulturflaschen) [Fotos: W. Paul] 
 
Ein Bestandteil des IV. EU-Rahmenprogramms (Projektnr. BIO4-CT-0721) war 
bereits die Herstellung eines anti-EGFR-IgG-Antikörper-human-TNFa-Zytokin-
Fusionsproteins mittels rekombinanter BHK Zellen. Bei diesem Projekt aus den 
Jahren 1995-1997 war die Firma MERCK, Darmstadt, die Arbeitskreise von M.J.T. 
Carrondo, Portugal, und von H. Hauser, GBF, Braunschweig, beteiligt [Burger et al., 
1999, Cruz et al., 1998, Cruz et al., 2000]. Seit 1998 besteht ein 3jähriges Nachfolge-
Projekt der Firma MERCK, Darmstadt mit dem Institut für Biotechnologie 2, 
Forschungszentrum Jülich. In dieses Projekt ist die vorliegende Promotionsarbeit 
eingebettet, mit der Herstellung eines anti-EGFR-IgG-Antikörper-human-IL2-Zytokin-
Fusionsproteins. 
40µm 
20µm 
2. Theoretischer Hintergrund  15 
2.3 Metabolismus in Säugerzellen 
Die Untersuchung des Zusammenwirkens und ein Einflusses von Stoffwechsel auf 
Wachstum und Produktivität von Zellkulturen macht es notwendig, auf einige 
Grundlagen des Metabolismus’ hier näher einzugehen. 
Der Metabolismus von eukaryotischen Zellen unterscheidet sich signifikant von dem 
prokaryotischer Zellen. Dies ist einerseits an dem morphologischen Aufbau 
erkennbar, z.B. die vielfältigen Kompartimentierungen der Organellen (Abb. 2.9) und 
andererseits in den spezifischen physiologischen Erfordernissen und Anpassungen 
begründet. Säugerzelllinien besitzen im Gegensatz zu prokarytischen Zellen keine 
Zellwand, sondern nur eine Zellmembran. Deshalb weisen Säugerzellkulturen eine 
erhöhte Scheranfälligkeit auf. Die Transportmechanismen (Nährstoffaufnahme, 
Metabolitexkretion und Proteinsekretion) unterscheiden sich ebenfalls von 
Prokaryonten. Ein sehr wichtiges Kennzeichen eukaryotischer Zellen zeigt sich in 
den intrazellulären Membransystemen. Einerseits wird die DNA im Zellkern 
eingeschlossen, an den sich in verschiedenen Membrankompartimenten 
(Endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat) der proteinsekretorische Apparat 
anschließt (Posttranslationale Modifikationen und Proteinausschleusung 
sekretorischer Proteine). Ein weiteres wichtiges intrazelluläres Kompartimentsystem 
wird durch die Mitochondrien repräsentiert. Dadurch werden Stoffwechselwege des 
Zentralmetabolismus (Katabolimus und Energiemetabolismus) in cytoplasmatische 
und mitochondriale Einheiten getrennt. Dies hat zur Folge, dass Substrate, 
Intermediärmetabolite und Stoffwechselendprodukte innerhalb der Zelle nicht frei 
diffundieren können, sondern meist mit Transportproteinen durch die 
Mitochondrienmembran geleitet werden müssen. Der Metabolittransport ist somit an 
die Verfügbarkeit der shuttle-Systeme und oftmals in Antiport-/Symport-
Mechanismen an eine weitere Substanz gekoppelt. 
 
 
Abb. 2.9 Aufbau einer eukaryotischen tierischen Zelle [Löffler, 2001] 
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Die Kompartimentierung schafft somit innerhalb der Zelle unterschiedliche 
Reaktionsräume mit teilweise sehr verschiedenen Mikromilieubedingungen (pH-Wert, 
Membranpotentialunterscheide). Diese können beispielsweise Enzymen optimale 
Reaktionsbedingungen liefern (saurer pH-Wert für lytische Enzyme in den 
Lysosomen). Infolge ionenselektiver Känale werden Potentialunterschiede über die 
Membran erzeugt, die bei der e--Transportkette von der ATP-Synthetase zur 
Energiegewinnung genutzt werden. Für den Metabolismus sind vor allem die 
Transportproteine der Mitochondrienmembran von großer Bedeutung (Abb. 2.10). So 
dient der Malat-/a-Ketoglutarat-shuttle einerseits der Versorgung des Zitratzylus’ mit 
Metaboliten, andererseits wird so das in der Glykolyse gewonnene Redoxäquivalent 
NADH in die Mitochondrien transferiert, da ein direkter Transport von NADH durch 
die Mitochondrienmembran nicht möglich ist. Die Rückgewinnung des NADH in den 
Mitochondrien steht dann der e--Transportkette zur Verfügung. 
 
 
Abb. 2.10 Übersicht ausgewählter shuttle-Systeme durch die Mitochondrienmembran 
[nach Wolfe, Stephen, 1993]. 
 
Der Stoffwechsel von Säugerzellen weist im Vergleich zu Prokaryonten auch einige 
spezifische Unterschiede in den Metabolismuswegen auf (Abb. 2.11). Die wichtigsten 
spezifischen Besonderheiten des Metabolismus in Säugerzellen werden im 
Folgenden zusammengefasst. 
 
o Essentielle und nicht-essentielle Aminosäuren: 
Die proteinogenen Aminosäuren, welche infolge der Translation in Proteine 
eingebaut werden, werden einerseits in verschiedene Subklassen eingeteilt 
(Aliphatische und aromatische, schwefelhaltige, neutrale, saure und basische 
Aminosäuren u.a.). Es werden andererseits die von Säugerzellen 
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synthetisierbaren, nicht-essentiellen (Ser, Cys, Gly, Ala, Asp, Asn, Glt, Gln, 
Pro und Tyr) und die von tierischen Zellen nicht herstellbaren, essentiellen 
Aminosäuren (Lys, Thr, Ils, Met, Val, Leu, Phe, Trp, His und Arg) 
unterschieden. Pflanzen und Mikroorganismen können alle Aminosäuren 
aufbauen (Abb. 2.13). 
o Glutamin: 
Die Aminosäure Glutamin stellt in tierischen Zellen die wichtigste N-Quelle 
dar, sie ist neben der Glukose die zweitwichtigste Kohlenstoffressource. Im 
Vergleich zu den meisten Mikroorganismen können tierische Zellen kein freies 
Ammonium als Stickstoffquelle verstoffwechseln. 
o Glyoxalat-Zyklus: 
Der bei Pflanzen und manchen Mikroorganismen (E. coli und Hefen) 
verbreitete Stoffwechsel des Glyoxalat-Zyklus, der eine Variante zum 
Zitratzyklus darstellt, kann Acetat als energiereiches Substrat zu Oxalacetat 
umsetzen und Redoxäquivalente bereitstellen. Die Reaktionen des Glyoxalat-
Zyklus existieren im tierischen Metabolismus nicht. 
o Lipide: 
Die Membranzusammensetzung zeigt einerseits einige Unterschiede 
zwischen unterschiedlichen Spezies (Tab. 2.1) andererseits variiert die 
Lipidzusammensetzung der verschiedenen Membranen eines Zelltypus 
(Tab.2.2). In tierischen Zellen kommen keine verzweigten Lipide vor. Für 
Säugerzellen sind einige ungesättigte Fettsäuren essentiell, z.B. Linol- und 
Linolensäure (oder optional: Arachnidonsäure), da ein Einbau von 
Doppelbindungen in Fettsäuren in Positionen größer C9 nicht möglich ist. 
Daher müssen mehrfach ungesättigte Fettsäuren als Substrate aufgenommen 
werden. Ein sehr wichtiger Bestandteil für die Membranintegrität ist das 
Steriod Cholesterin, welches von tierischen Zellen synthetisiert werden muss. 
 
Tab. 2.1 Hauptbestandteile von Plasmamembranen unterschiedlicher Spezies* [Lehninger 
et al., 1994] 
 
 
Tab. 2.2 Lipidzusammensetzung von Organellmembranen einer Rattenleberzelle* [Lehninger 
et al., 1994] 
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Abb. 2.11 Vereinfachte Darstellung des Grundstoffwechsels mit anaplerotischen Reaktionen in 
tierischen Zellen 
 
2.3.1 Stoffwechsel in Zelllinen/Tumorzellen 
Tumorzellen weisen einen stark veränderten Stoffwechsel im Vergleich zu 
natürlichen Primärzellen auf. Zelllinien sind in ihrem Metabolismus Tumorzellen sehr 
ähnlich. Das veränderte Stoffwechselverhalten ist wahrscheinlich durch die 
Immortalisierung begründet. Hinzu kommen Einflüsse von Wachstumsfaktoren, die 
zusätzlich die starke mitotische Aktivität von Tumorzellen und Zelllinien fördern. Die 
verstärkte Proliferation der Zellen wirkt auf den Zellzyklus, die Proteinbildung und 
den Metabolismus ein. 
Deutliches Kennzeichen für den veränderten Metabolismus von Zelllinien und 
Tumorzellen ist der hohe Glukoseverbrauch und die verstärkte Umsetzung der 
Glukose zu Laktat, welches als Abfallprodukt energetisch noch sehr hochwertig ist. 
Nur ein geringer Anteil der aufgenommenen Glukose wird vollständig im Citratzyklus 
verstoffwechselt (Abb. 2.12). Ein weiteres wichtiges Merkmal des Stoffwechsels von 
Zelllinien und Tumorzellen ist die Aminosäure Glutamin, die neben der Glukose als 
zweitwichtigste C- Quelle und als Hauptstickstoffquelle benötigt wird. Ein großer 
Anteil des Glutamins wird bei der Aufnahme desamidiert zu Glutamat, wodurch 
Ammonium als Stoffwechselabfallprodukt freigesetzt wird. Gleichermaßen ist die 
Cholesterinbiosynthese in schnell-wachsenden, wenig differenzierten Krebszellen 
verändert. Die Metabolismuswege der Cholesterinsynthese kommen zwar in 
Tumorzellen vor, sind aber in bezug auf die feedback-Regulation und die 
Steroltransportmechanismen defizient. Andere metabolische Wege sind ebenfalls 
geschädigt in Zelllinien bzw. Tumorzellen, so beispielsweise der intramitochondriale 
Aldehydkatabolismus, der als Ursache für eine mögliche Acetaldehydtoxizität 
gesehen wird. Diese kann umgangen werden durch die Synthese eines für 
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Säugerzellen ungewöhnlichen und neutralen Produktes Acetoin, welche durch eine 
tumorale Pyruvatdehydrogenase katalysiert wird. 
Da der größte Anteil der aufgenommenen Glukose zu Laktat umgesetzt wird, kann 
nur ein kleiner Teil des Kohlenstoffs in den Tricarbonsäurezyklus eintreten. Von 
diesem wird ein Teil über den Transport des Citrates aus den Mitochondrien 
transportiert und zu Fettsäure- und Sterolsynthese im Zytosol verwendet. Daher ist 
Glutamin die Hauptsubstanz für Tumorzellen, die über den TCA oxidierbar ist. 
Glutamin gelangt deamidiert als Glutamat, welches zu a-Ketoglutarat transamidiert 
wird, in den TCA-Zyklus. Insgesamt zeigen Krebszellen eine breite Spanne des 
Differenzierungsstatus von der hochdifferenzierten Zelle, vergleichbar mit der 
originären parentalen Zelle (mit normaler Glykolyse und niedriger Wachstumsrate) 
bis hin zu hochgradig „de-differenzierten“, hoch glykolytischen Zelle mit hoher 
Wachstumsrate. Zur Überlebensstrategie von Tumorzellen gehört es die 
Nachbarzellen zu töten mit der Neigung zu einem abnormalen „teuren“ Metabolismus 
[Baggetto, 1992]. 
 
A. Metabolismus einer „normalen“ Zelle 
 
B. Metabolismus einer Tumorzelle (Glukose)     C. Metabolismus einer Tumorzelle (Glutamin) 
 
Abb. 2.12 Metabolismusunterschiede in „normalen“ Zellen (A.) und von Tumorzellen mit hohem 
Glukosegehalt (B.) und Tumorzellen mit niedrigem Glukosegehalt und einem 
zusätzlichen Substrat Glutamin (C.) [Eigenbrodt et al., 1986] 
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Die hohen Glykolyseraten („aerobe Glykolyse“) in rasch wachsenden Tumorzellen 
können zurückgeführt werden auf die Induktion von Isoenzymen verschiedener 
glykolytischer Enzyme. Vor allem zwei Enzyme sind hier im Fokus: die Hexokinase 
als Startpunkt der Glykolyse und die Pyruvat-Kinase am Ende der Glykolyse 
(Abb. 2.12A). Isoenzyme katalysieren die gleiche Reaktion, aber sie unterscheiden 
sich in ihrer Struktur und meist auch in ihrer Affinität zu ihrem Substrat oder Produkt, 
in diesem Fall den Metaboliten. Normalerweise werden die Enzymaktivitäten von 
Hexokinase, Phosphofruktokinase und Pyruvat-Kinase reguliert beispielsweise bei 
Anwesenheit von Sauerstoff (Pasteur-Effekt). Dies gibt eine plausible Erklärung für 
das Phänomen der hohen aeroben Glykolyseraten, indem durch selektive Induktion 
von Isoenzymen diese üblichen Regulationsmechanismen ausgesetzt werden und 
trotz Anwesenheit von Sauerstoff solch hohe Glykolyseraten erreicht werden. 
Gestützt wird diese Erklärung durch folgende Untersuchungen (Abb. 2.12B und C) 
[Eigenbrodt et al., 1986]: 
1. Hexokinase: Alle schnell wachsende Zellen mit hoher aerober Glykolyserate 
weisen eine spezielle Form der mitochondrialen Hexokinase auf, welche nicht 
durch Glukose-6-phoshat-Konzentrationen unter 0,6mM inhibiert wird, die 
jedoch durch Glukose-1,6-bisphoshat reguliert wird (Unterschied zu anderen 
Hexokinase-Isoenzymen). Diese spezielle Hexokinaseform ist gebunden an 
die Mitochondrienmembran. Sie ist beteiligt an der Limitierung der Respiration, 
bei gleichzeitig hohem Glukoseverbrauch (Crabtree Effekt) und der 
entsprechend gleich großen ADP-Produktion (Die kontinuierliche 
Phosphorylierung von Glukose durch ATP (mittels mitochondrien-gebundener 
Hexokinase) reduziert den für die oxidative Phosphorylierung verfügbaren 
Gehalt an Phosphat in den Mitochondrien). Glukose-6-phosphat ist auch ein 
wichtiger Vorläufer aus der Glykolyse für die Synthese von Nukleinsäuren und 
Phospholipiden, deren gesteigerter Bedarf für schnelles Wachstum und 
Zellteilung rasch gedeckt werden muss [Baggetto, 1992]. 
2. Phosphofructokinase: Dieses Enzym spielt eine zentrale Rolle bei der 
Regulation der Glykolyse unter Sauerstoff, allerdings wurden noch keine 
Isoenzyme charakterisiert, die nur in Zellen mit hoher aerober Glykolyserate 
exprimiert wird. Allerdings mag ein hoher Gehalt an Fruktose-1,6-bisphosphat 
den inhibitorischen Effekt des ATP’s aufheben und die Regulation der 
Glykolyse durch die Phosphofruktokinase ist somit aufgelöst. In einem hoch 
glykolytischen System ist es essentiell, dass die Hexokinase-Aktivität nicht 
durch Akkumulierung von Glukose-6-phosphat inhibiert wird. 
3. Pyruvat-Kinase: Alle Zellen mit einer hohen aeroben Glykolyse enthalten 
einen Typus der Pyruvat-Kinase (Typ M2), der eine niedrigere Affinität zu PEP 
hat und eine stärkere Inhibierung durch Alanin aufweist als andere Isoenzyme. 
Die niedrigere Affinität der Tumorpyruvatkinase für ihr Substrat führt zu einem 
bottle-neck auf der Stufe des PEP. Intermediate, wie Fruktose-1,6-
bisphosphat akkumulieren und vermögen die Regulationskontrolle der 
Phosphofruktokinase aufzubrechen [Baggetto, 1992]. 
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2.3.2 Metabolismuswege 
Die Metabolismuswege von Säugerzellen unterteilen sich in einige wichtige 
Hauptreaktionsysteme, die hier im Folgenden kurz beschrieben werden: 
Zentralmetabolismus, Aminosäuresynthese und –abbau, die anaplerotischen 
Reaktionen, Nukleotidsynthese und Fettsäure-und Sterolsynthese. 
 
Zentralmetabolismus: 
Der Zentralmetabolismus besteht aus der Glykolyse, die im Cytoplasma lokalisiert ist, 
und die aufgenommene Glukose bis zum Pyruvat abbaut. Mit der Glykolyse ist der 
Pentose-Phosphat-Weg verbunden, der im Wesentlichen Vorstufen (z.B. Ribsose-5-
phosphat) für die Nukleotidsynthese bereitstellt. Das Pyruvat kann entweder durch 
die Mitochondrienmembranen in das Innere der Mitochondrien transportiert werden 
oder im Zytosol zu Laktat verstoffwechselt werden, welches als energetisch 
hochwertiges Produkt aus der Zelle ausgeschieden wird. Das in die Mitochondrien 
transportierte Pyruvat wird decarboxyliert zu Acetyl-CoA und gelangt so als C2-
Einheit in den Zitronensäure-Zyklus. Dieser dient einerseits der Bildung von 
Energieäquivalenten (GTP) und Redoxäquivalenten (NADH++H+), die in der 
Elektronentransportkette mittels der ATP-Synthetase zur ATP-Produktion führen (in 
der inneren Mitochondrienmembran). Der Zitronensäure-Zyklus stellt andererseits 
auch einen Verteiler für viele anabole Metabolismuswege dar, die die Intermediate 
des Zitronensäure-Zyklus als Vorstufen beispielsweise der Aminosäure-, Nukleotid- 
und Fettsäure- und Sterolsynthese nutzen. Der Zitronensäure-Zyklus würde bei 
einem steten Entzug von Intermediaten rasch unterbrochen, daher sind 
Auffüllreaktionswege notwendig, die als anaplerotische Reaktionen 
zusammengefasst werden (Abb. 2.13). 
 
 
Abb. 2.13 Die wichtigsten Stoffwechselwege des Zentralmetabolismus tierischer Zellen 
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Aminosäuremetabolismus: 
Aminosäuren stellen einerseits Grundbausteine für Proteine dar, anderseits können 
sie durch Abbaureaktionen in den Zentralmetabolismus einfließen und somit zur 
Glukoneogenese und zum Energiehaushalt der Zellen beitragen. Eine Übersicht 
dieser katabolen Stoffwechselwege ist Abb. 2.14A dargestellt. Die jeweilige 
Kohlenstoffgerüste der 20 proteinogenen Aminosäuren führen zu insgesamt sieben 
verschiedenen Abbauprodukten. Diese lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Fünf 
dieser Metabolite (a-Ketoglutarat, Succinyl-CoA, Fumarat, Oxalacetat und Pyruvat) 
stellen Vorstufen für die Glukoneogenese dar (Bestandteile des Zitratzylus bzw. 
Pyruvat, welches mittels Pyruvat-Carboxylase ebenfalls zu Oxalacetat umgesetzt 
werden kann). Diejenigen Aminosäuren, die zu einem dieser Vorstufen abgebaut 
werden, werden als glucogene Aminosäuren bezeichnet. Mit Ausnahme von Lysin 
und Leucin sind alle proteinogenen Aminosäuren glucogen. Zwei Abbauprodukte von 
Aminosäuren, Acetacetat und Acetyl-CoA, lassen sich in tierischen Zellen nicht in 
Gluconeogenese-Produkte umwandeln. Sie können jedoch zur Synthese von 
Ketonkörpern, Fettsäuren oder Isoprenoiden dienen. Diejenigen Aminosäuren, deren 
Abbauprodukte Acetacetat oder Acetyl-CoA darstellen, werden als ketogene 
Aminosäuren bezeichnet. Nur Lysin und  Leucin sind reine ketogene Aminosäuren, 
einige Aminosäuren (Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan, Threonin und  Isoleucin) 
liefern sowohl glucogene als auch ketogene Abbauprodukte. 
 
A. Aminosäure-Abbau    B: Aminosäure-Synthese 
 
Abb. 2.14 Aminosäure-Metabolismus: Kataboler Stoffwechsel: (A) glucogene Aminosäuren 
ergeben als Abbauprodukte Vorstufen der Glukoneogenese, ketogene Aminosäuren 
werden zu Ketonkörpern (Acet-Acetat und Acetyl-CoA) abgebaut. Anabole 
Stoffwechselwege (B): Essentielle Aminosäuren müssen für tierische Zellen 
aufgenommen werden, Nicht-Essentielle Aminosäuren können durch Transaminierung 
aus Oxosäuren und daraus abgeleitete Amide entstehen oder sind vom tierischen 
Metabolismus systhetisierbar [Koolman und Röhm, 1994]. 
 
Da Proteine aus Aminosäuren bestehen, sind diese auch ein wichtiger Bestandteil 
des Anabolismus. Eine Übersicht der fünf Aminosäure-Familien wird in Abb. 2.14B 
gegeben. Mikroorganismen und Pflanzen sind in der Lage alle proteinogenen 
Aminosäuren vollständig zu synthetisieren. Der Metabolismus von tierischen Zellen 
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kann nur einen Teil der proteinogenen Aminosäuren selbst herstellen, die 
sogenannten nicht-essentiellen Aminosäuren. Hierzu zählen die Aminosäuren, die 
durch Transaminierung aus Oxosäuren entstehen (Alanin, Aspartat und Glutamat) 
und die von ihnen abgeleiteten Amide (Asparagin und Glutamin). Prolin wird aus 
Glutamat gebildet und die Aminosäuren der Serin-Familie (Serin, Glycin und Cystein) 
werden aus dem Zentralmetabolismus heraus synthetisiert. 
Die von Säugerzellen nicht mehr selbstherstellbaren Aminosäuren werden als 
essentielle Aminosäuren zusammengefasst. Zu diesen zählen die aromatischen 
(Phenylalanin und Tryptophan, nicht-essentiell ist Tyrosin, welches aus Phenylalanin 
synthetisierbar ist), die verzweigtkettigen (Valin, Leucin, Isoleucin, und Threonin) 
Aminosäuren. Auch Lysin und Methionin sind essentiell. Histidin und Arginin werden 
für den tierischen Metabolismus ebenfalls als essentiell angesehen [Koolman und 
Röhm, 1994]. Die essentiellen Aminosäuren müssen somit Bestandteile der 
Nährsubstrate für tierische Zellen sein. 
 
Anaplerotik (Glukoneogenese): 
Der beständige Abfluss von Intermediärmetaboliten aus dem Zentralmetabolismus 
würde rasch zu Unterbrechungen des Stoffwechsels führen. Daher sind sogenannte 
Auffüllreaktionen (anaplerotische Reaktionen) eminent wichtig für den Metabolismus. 
 
Abb. 2.15  Anaplerotisches Stoffwechselnetzwerk und Anbindung an den Zentralstoffwechsel 
(C3- und C4-Stoffwechsel). Regulatorische Verbindungen zum Energiemetabolismus 
[Marx, 2000].  
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Vor allem Oxalacetat würde nicht mehr in ausreichendem Maße für die Reaktion mit 
Acetyl-CoA zu Zitrat zur Verfügung stehen. Die anaplerotischen Reaktionen (auch 
C3-/C4-Stoffwechsel) bestehen daher im Wesentlichen aus drei Reaktionssystemen 
(Abb. 2.15): 
- Die Pyruvat-Carboxylase-Reaktion katalysiert unter ATP-Verbrauch die 
Umsetzung von Pyruvat direkt zu Oxalacetat (CO2-Fixierung). Das Enzym wird 
durch Acetyl-CoA allosterisch stark aktiviert (setzt somit den Zitrat-Zyklus 
erneut in Gang) und durch einen hohen Nukleosidtriphosphat-Gehalt (zeigt 
eine ausreichende Energieversorgung an) und Insulin gehemmt. 
- Die Reaktion des Malat-Enzyms (Malat-Decarboxylase) decarboxyliert Malat 
zu Pyruvat unter Bildung von NAD(P)H+H+ als Bestandteil des Zitrat-Pyruvat-
shuttle-Systems über die Mitochodrienmembran (auf der zytosolischen Seite). 
- Das dritte Reaktionssystem der PEP-Carboxykinase katalysiert die Reaktion 
von Oxalacetat zu Phosphoenolpyruvat (PEP) unter Freisetzung von CO2 und 
GTP-Verbrauch. Diese Reaktion hat eine wichtige Bedeutung in der 
Glukoneogenese, da die Pyruvat-Kinase-Reaktion (PEPàPyruvat) eine 
irreversible Reaktion ist. Die PEP-Carboxykinase wird in tierischen Zellen von 
Insulin gehemmt. 
Die Carboxylierung von Pyruvat findet nur in den Mitochondrien statt, während die 
Umsetzung zu PEP entweder im Zytosol oder in den Mitochondrien abläuft (spezies-
abhängig). Die Folgeschritte der Glukoneogenese sind im Zytosol lokalisiert. Es ist 
daher notwendig, dass entweder Oxalacetat oder PEP die Mitochodrien verlassen 
muss, um in diese Metabolismuswege eingehen zu können. PEP kann durch die 
Mitochondrienmembran transportiert werden, jedoch muss Oxalacetat über den 
Malat-shuttle oder mittels des Asparat-shuttle-Systems exportiert werden. Der 
NADH-Bedarf des Zytosols entscheidet über den Reaktionsweg [Michal, 1999]. 
 
Nukleotidstoffwechsel: 
Nukleotide sind im Metabolismus der Zellen von zentraler Bedeutung. Sie werden 
aufgrund ihrer chemischen Struktur in zwei Klassen eingeteilt, in die Purine und die 
Pyrimidine. Nukleotide nehmen stoffwechselphysiologisch sehr unterschiedliche 
Funktionen wahr. Die beiden wichtigsten Aufgaben bestehen in der Bereitstellung der 
Grundbausteine in der DNA- und RNA-Synthese und in der Übertragung von 
Energieäquivalenten. Die vier wichtigsten Nukleotide bestimmen den genetischen 
Code der Zelle auf DNA-Ebene, als RNA-Bausteine sind sie für die Übertragung der 
genetischen Information in die Aminosäuresequenz zur Proteinsysnthese 
verantwortlich. 
Die zweite wichtige Funktion nehmen vor allem die Purine Adenosin und Guanosin 
ein als Grundbausteine des Energiestoffwechsels. Als Adenosintriphosphat (ATP) 
und Guanosintriphosphat (GTP) haben sie in allen Kompartimenten der Zellen 
Energieüberträgerfunktion. 
Nukleotide nehmen auch als Bausteine von Koenzymen wichtige Aufgaben wahr, 
z.B. bei der Signaltransduktion oder Enzymreaktionen des Metabolismus. 
Säugerzellen sind grundsätzlich sowohl zur de novo-Biosynthese von Pyrimidinen 
und Purinen in der Lage als auch zur Verwertung im Nährsubstrat angebotenen bzw. 
im Stoffwechsel anfallenden Purine und Pyrimidine. 
Nukleoside bestehen aus einer heterozyklischen Purin- bzw. Pyrimdinbase, die über 
eine N-glykosidische Bindung mit Ribose bzw. Desoxyribose verbunden ist. Sind die  
Nukleoside mit einer oder mehreren Phosphorsäuregruppe(n) verknüpft, so erhält 
man die Nukleotide. Die Phosphorsäuregruppe ist über eine Esterbindung an dem 5’-
C-Atom der Ribose bzw. Desoxyribose verbunden. 
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Eine Klasse der Nukleotide stellen die Purine dar, zu denen Adenosin und Guanosin 
zählen. Die Herkunft der Grundstruktur von Purinbasen ist in Abb. 2.16 dargestellt. 
Der Purinkern wird aus Glutamin, Aspartat, Glycin, Formiat und HCO3- synthetisiert.  
 
 
Abb. 2.16  Zusammensetzung des Puringrundgerüstes mit der Herkunft der C- und N-Atome im 
Purinkern [Löffler, 2001] 
 
Die de novo-Biosysnthese der Purine geht aus von 5-Phosphoribosyl-1-
Pryophosphat (PRPP). Hieran wird über 10 Reaktionsschritte das C- und N-
Grundgerüst des Purins synthetisiert. Es entsteht schließlich ein wichtiges 
Intermediat, das Inositolmonophosphat (IMP) (Abb. 2.17 links). Aus diesem entsteht 
entweder durch Transaminierung des Aspartats und GTP-Verbrauch AMP oder 
durch Glutamin-Transaminierung und ATP-Verbrauch GMP (Abb. 2.17 rechts). Das 
Intermediat Inositolmonophosphat kann auch über den sog. „Salvage-pathway“ durch 
aufgenommenes Hypoxanthin gewonnen werden. 
 
 
Abb. 2.17  Purin-de novo-Synthese mit 5-Phosphoribosyl-1-pryophosphat (PPRP) zum Inositol-
monophosphat (links) als Intermediat für die Biosynthese von AMP und GMP (rechts). 
[Löffler, 2001] 
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Zur Klasse der Pyrimidine werden Cytosin, Thymidin und Uridin (in der RNA kommt 
Uridin anstatt des Thymidins vor) gezählt. Eine wichtige Bedeutung hat Thymidin in 
der Regulation des Zellzyklus. Das in der Zelle vorhandene Uridin wird während der 
S-Phase des Zellzyklus zu Thymidin umgewandelt. Dies ist notwendig, damit 
Fehlpaarungen (U-A) während der DNA-Synthese vermieden werden. 
Diese Methylierung wird katalysiert durch das Enzym Thymidilatsyntase. Als Kofaktor 
dient das Tetrahydrofolat (THF). Die Übertragung der C1-Gruppe auf THF ist 
gekoppelt an den Serin-Glycin-Aminosäurestoffwechsel (Abb. 2.18 rechts). 
Die C- und N-Atome des Pyrimidinkerns der de novo Biosynthese der Pryimidine 
werden geliefert von Carbamylphosphat und Aspartat (Abb. 2.18 links). Die Synthese 
führt zu Uridinmonophosphat, welches entweder zu Cytidinmonophosphat 
verstoffwechselt oder nach der Umwandlung des Ribonukleotids zum 
Desoxyribonukleotids zu Thymidinmonophosphat umgesetzt wird. 
 
 
Abb. 2.18  Pyrimidin-Synthese ausgehend von Carbamyl-Phosphat und dem Aspartat zum 
Uridinmonophosphat, der Umsetzung einerseits zu Cytidintriphosphat (links) und der 
Umsatz von Uridinmonophosphat zu Thymidinmonophosphat und der Anbindung an 
den C1-Stoffwechsel (Methylen-/Tetrahydrofolat=M-/THF und dem Umsatz von Serin 
zu Glycin) (rechts) [Löffler, 2001] 
 
Freie Purinbasen (Adenin, Hypoxanthin und Guanin) können mittels zweier Enzyme 
(Adenin-Phosphoribosyl-transferase und Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-
transferase) wieder zu den entsprechenden Nukleosidmonophosphaten regeneriert 
werden. Die Wiederverwertung von Pyrimidinen ist hingegen nur auf der Stufe der 
Nukleoside möglich. 
Der Abbau von Purinnukleotiden kann nicht vollständig erfolgen, da Säugerzellen 
nicht in der Lage sind, die Purinringsysteme enzymatisch zu spalten. Daher werden 
Purinnukleotide bis zur Harnsäure abgebaut und ausgeschieden. Pyrimidine lassen 
sich nach der Umsetzung in die freien Pyrimidinbasen vollständig zu CO2 und H2O 
abbauen [Löffler, 2001]. 
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Fettsäure- und Steroidstoffwechsel: 
Die Lipide bilden eine große Stoffgruppe, die vielfältige für sämtliche Lebensformen 
unerlässliche Funktionen haben. Sie stellen die Grundstruktur aller Membranen (als 
Phospho- und Glykolipide), dienen der Energiespeicherung und –bereitstellung (als 
Triacylglycerine sind sie die energiedichteste Speicherverbindung) und werden in 
Vertebraten in spezialisierten Geweben, dem Fettgewebe, gespeichert. Die von der 
Isoprenstruktur abgeleiteten Lipide stellen eine besonders umfangreiche Stoffgruppe, 
zu ihnen gehören beispielsweise fettlösliche Vitamine, Cholesterin als essentieller 
Membranbestandteil, die vom Cholesterin abgeleiteten Steroidhormone und nicht 
zuletzt die zur Fettverdauung notwendigen Gallensäuren. 
Die Fettsäuren bestehen aus einer Kohlenwasserstoffkette mit meist geradzahligen 
C-Atomen und einer Carboxylgruppe. Ungesättigte Fettsäuren enthalten eine oder 
mehrere Doppelbindungen, während gesättigte Fettsäuren keine Doppelbindung 
besitzen. Fettsäuren mit Doppelbindungen, die mehr als 9 C-Atome von der 
Carboxylgruppe entfernt sind, können von tierischen Zellen nicht synthetisiert 
werden. Diese ungesättigten Fettsäuren sind für tierische Zellen essentiell. Zu den 
wichtigsten essentiellen Fettsäuren zählen die Linolsäure (C18, 2fach ungesättigt), die 
Linolensäure (C18, 3fach ungesättigt) und die Arachidonsäure (C20, 4fach 
ungesättigt). Letztere kann aus der Linolsäure gebildet werden. Die essentiellen 
Fettsäuren sind wichtige Bestandteile der Membranlipide und Vorstufen für die 
Biosynthese der Eicosanoide (Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene). 
Acylglycerine entstehen durch Veresterung der Hydroxylgruppen des Glycerins mit 
Fettsäuren. 
 
Abb. 2.19  Fettsäuresynthese [Löffler, 2001] 
 
Die Biosynthese der Fettsäuren ist im Zytosol lokalisiert. Ausgangssubstrat ist 
cytosolisches Acetyl-CoA, die Verlängerung der Fettsäuren erfolgt durch Malonyl-
CoA, welches durch Biotin-abhängige Carboxylierung entsteht (Acetyl-CoA-
Carboxylase). Ein Multienzymkomplex, die Fettsäuresynthetase, katalysiert die 
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Fettsäurebiosynthese (Abb. 2.19 links). Der C2-Körper Acetyl-CoA kann nicht durch 
die Mitochondrienmembran transportiert werden, so dass das Acetyl-CoA mit 
Oxalacetat zum Zitrat umgesetzt werden muss (Teil des Zitratzyklus), welches aus 
den Mitochondrien transferiert werden kann.  
Im Zytosol findet dann die Spaltung in Acetyl-CoA und Oxalacetat statt. Das Acetyl-
CoA steht somit der Fettsäuresynthese zur Verfügung, während das zytosolische 
Oxalacetat mittels der anaplerotischen Reaktionen, z.B. dem Malat-Enzym, zu 
Pyruvat umgesetzt wird (siehe Abschnitt 2.3.2 Anaplerotik). Die Bereitstellung der 
Grundbausteine für die Fettsäuresynthese ist somit direkt an den Abfluss aus dem 
Zitratzyklus gekoppelt. 
 
 
Abb. 2.20  Fettsäureabbauwege (b-Oxidation) [Michal, 1999] 
 
Fettsäuren als Energielieferanten der Zellen haben eine große Bedeutung für den 
Metabolismus, der Abbau ist von der Synthese räumlich getrennt, die sog. 
b-Oxidation der Fettsäuren findet in der Matrix der Mitochondrien statt. 
Triacylglycerine müssen erst zu Fettsäuren und Glycerin gespalten werden. Freie 
Fettsäuren müssen zunächst aktiviert werden zu Acyl-CoA (Thiokinase). Diese 
Aktivierung der Fettsäuren zum Thioester mit Coenzym A ist im Zytosol lokalisiert. 
Der Transport des Acyl-CoA durch die innere Mitochondrienmembran wird mittels der 
Carnitin-Acyltransferase erreicht. In der Mitochondrienmatrix findet dann während der 
b-Oxidation eine sukzessive Abspaltung von Acetyl-CoA-Einheiten statt 
(Abb. 2.19 rechts). Die Energiegewinnung wird einerseits durch Bildung von einer 
FADH2- und einer NADH+H+-Einheit je Acetyl-CoA-Abspaltung (die 
Reduktionsäquivalente gehen in die e—Transportkette ein) andererseits durch die 
direkte Einschleusung der Acetyl-CoA-Einheiten in den Zitratzyklus erreicht, in dem 
bei vollständiger Oxidation nochmals ein hoher Energiegewinn erzielt werden kann. 
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Der Steroidstoffwechsel spielt eine zentrale Bedeutung im Zellmetabolismus, im 
Besonderen die Cholesterin-Synthese, da Cholesterin ein essentieller Bestandteil 
sämtlicher zellulärer Membranen ist mit Ausnahme der inneren 
Mitochondrienmembran. Cholesterin sorgt für die Festigkeit und Stabilität der 
Membranen. Die Cholesterinsynthese ist im Zytosol lokalisiert. Es wird vollständig 
aus Acetyl-CoA-Einheiten synthetisiert, 
wobei sich Methyl- und Carboxyl-C-
Atome des Acetyl-CoA’s im 
Cholesterin abwechseln 
(Abb. 2.21 oben). Durch Kondensation 
von aktivierten Isoprenresten entsteht 
über mehrere Intermediate, z.B. das 
aus 30 C-Atomen bestehende Squalen 
und nach Ringschluß schließlich das 
Cholesterin (Abb. 2.21 unten) [Löffler, 
2001]. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.21  Cholesterinkohlenstoffgerüst mit einem polaren „Kopf“-anteil (oben) [Lehninger, et al., 
1994] und Cholesterin-Synthese in Kurzübersicht (unten). [Löffler, 2001] 
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2.4 Stoffflussanalyse in höheren Zellen 
Die klassische Herangehensweise der Bioprozessentwicklung betrachtet die Zelle als 
sog. „black box“ System (Abb. 2.22). Hierbei werden vor allem Medienkomponenten 
und Kultivierungsbedingungen untersucht mit einer Betrachtungsweise der Zelle von 
außen. Der Einfluss auf Wachstum und heterologe Proteinproduktion ist dabei 
entscheidendes Kriterium für die Prozessauslegung. Die Verfahrensweise bei dieser 
Form der Prozessentwicklung beruht im Wesentlichen auf „trial and error“-
Untersuchungen. Neue rationale Ansätze der Bioprozessentwicklung haben die Zelle 
als vielfältiges, komplexes System im Fokus. Voraussetzung für diese Sichtweise 
sind Untersuchungen, die intrazellulären Stoffflüsse, Regulationsmechanismen und 
zellbiologischen Zusammenhänge besser zu verstehen. Ein Werkzeug ist die 
metabolische Stoffflussanalytik (= metabolic flux analysis). Mit diesem Verfahren ist 
es möglich, intrazelluläre metabolische Stoffflüsse zu quantifizieren. Die Kenntnis der 
intrazellulären Flüsse ist von eminenter Bedeutung für die Prozessuntersuchungen 
und zum Verständnis des Zellmetabolismus (Abb. 2.22). Diese Erkenntnisse können 
zu gezielten Modifizierungen eingesetzt werden, die die metabolischen Aktivitäten in 
die gewünschte Richtung der Bioprozesse leiten. Diese Modifikationen können 
sowohl gezielte Eingriffe in die Umwelt der Zellprozesse sein (Mediendesign, 
Prozessparameter etc.) als auch direkte genetische Veränderungen der Zellen 
bedingen (metabolic engineering) [Paredes, 1998]. 
 
 
Abb. 2.22  Klassische Prozessentwicklung betrachtet die Zelle als „black box“, während die 
Stoffflussanalyse die Kenntnis des Zellmetabolismus’ heranzieht, auf rationale Weise 
Limitierungen erkennen und Ziele für das metabolic engineering formulieren kann. 
 
Zelle als „black box“- System
Zelle als „complex“- System
Klassische 
Bioprozessentwicklung
• Medienkomponenten
• Kultivierungsbedingungen 
• Prozess-/Reaktorauslegung
Rationale Ansätze mittels 
metabolic flux analysis
• 13C-Substrate è NMR-Untersuchung
• Modellierung von metabolischen 
Netzwerken
• Kenntniss des Metabolismus
• Identifikation von Limitierungen 
(Mediendesign)
• Ziele für metabolic engineering
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Man kann den Begriff der metabolischen Stoffflussanalyse, wie folgt, definieren 
[Blanch, 2000]: 
 
Metabolic flux analysis (=Stoffflussanalyse) ist die Anwendung der 
mathematischen Beschreibung des Zentralmetabolismus, um die Kohlenstoffflüsse 
durch die Zelle zu quantifizieren. 
 
Die Analyse der metabolischen Stoffflüsse liefert somit einzigartige Einblicke in die 
Funktionalität von Säugerzellen. Sie ermöglicht stoffwechselphysiologische 
in vivo-Untersuchungen an der lebenden Zelle. Die Methoden der metabolischen 
Stoffflussanalyse werden stoffwechselphysiologisch unter stationären Bedingungen 
angewendet. Die intrazellulären Metabolitkonzentrationen sind somit zeitlich 
konstant. Es werden zwei experimentielle Ansätze zur Stoffflussanalyse 
unterschieden (Abb. 2.23):  
o Metabolit-Bilanzierung: Hierbei werden ausschließlich extrazelluläre 
Metabolitstoffflüsse gemessen und aufgrund der Bilanzierung auf intrazelluläre 
Zusammenhänge geschlossen. Diese Kalkulationen sind nur bei sehr 
vereinfachten Reaktionssystemen aussagekräftig. In einem vereinfachten 
linearen Reaktionssystem kann von der Produktbildungsrate beispielsweise 
auf den intrazellulären Umsatz geschlossen werden (Abb. 2.23 oben). 
o Markierungsanteile: Bei Reaktionssystemen, die Verzweigungspunkte 
aufweisen reichen reine Metabolit-Bilanzen nicht mehr aus, um intrazelluläre 
Stoffumsätze zu berechnen. Isotopenangereicherte Substrate können hier die 
notwendigen Gleichungen liefern. Wird ein Substrat beispielsweise nach 
Aufnahme in zwei unterschiedlichen Reaktionssystemen umgesetzt und 
ändert sich durch den Umsatz die Position der C-Atome, dann lassen sich aus 
den Positions-Markierungsanteilen der C-Atome im Produkt und den 
Bilanzierungsdaten die intrazellulären Flüsse berechnen (Abb. 2.23 unten). 
Abb. 2.23  Einfache Berechnungen der Metabolitbilanzen und der 13C-Positions-
Markierungsanteils zur Berechnung intrazelluärer Flüsse [Wichert, 1995]. S=Substrat, 
P=Produkt, A,B= Zwischenprodukte, vs=Substrataufnahmerate, 
vP=Produktbildungsrate, vA,B= Intrazelluläre Umsatzraten, p1,2= relative 
Isotopomeranteile, schwarz ausgefüllter Kreis= 13C-markiertes C-Atom, weißer Kreis= 
unmarkiertes C-Atom [Wiechert, 1995]. 
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Die metabolischen Netzwerke in den Zellen sind deutlich komplexer als die zuvor 
aufgeführten Beispiele. Jedoch auch hier gilt, dass die Kombination von 
extrazellulären Bilanzen (vor allem Aufnahmeraten z.B. von Glukose, Pyruvat, 
Glutamin und Aminosäuren und Bildungsraten z.B. von Laktat, Aminosäuren und 
rekombinantem Produktprotein) und 13C-Markierungsdaten erst die Voraussetzung 
liefern intrazelluläre metabolische Flüsse unter stationären Bedingungen zu 
quantifizieren (Abb. 2.24). 
 
 
Abb. 2.24  Zugabe von 13C-markierten Substraten, die Messung der isotopomer-Verteilung im 
Zellprotein (Markierungsdaten) in Kombination der Metabolit-Bilanzen (Extrazelluläre 
Flüsse) liefern erst die intrazellulären metabolischen Flüsse [Wiechert et al., 2001]. 
 
 
Grundsätzlich sind zwei Untersuchungmethoden der 13C-Isotop-Identifizierung zu 
unterscheiden: 
1. Fractional enrichment: Unter dem sog. „fractional enrichment“ versteht man 
das Konzentrationsverhältnis eines Metabolits, das sich aus der Konzentration 
eines an einem spezifischen C-Atom markierten Metaboliten im Verhältnis zur 
Gesamtmetabolitkonzentration zusammensetzt. 
Mit dieser Methode werden die Zellproteine nach der Kultivierung mit 13C-
markiertem Substrat hydrolysiert und die Aminosäuren mitttels HPLC getrennt 
und aufgereinigt. Die Konzentration der einzelnen Aminosäure wird bestimmt 
und jede Aminosäurefraktion separat im 1D-13C-NMR untersucht. Die 
Konzentrationen der einzelnen markierten Metabolite sind zwar mit dieser 
Methode verfügbar, jedoch geht die Information unterschiedlicher Isotopomere 
eines Metaboliten verloren. 
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2. Isotopomer distribution: Die sog. „isotopomer distribution“ beschreibt die 
Methode der relativen Isotopomerverteilung. Hierbei werden die Aminosäuren 
des Zellproteinhydrolysats zusammen im 2D-13C-1H-NMR analysiert. Im 2D-
NMR wird durch skalare spin-spin-Kopplung der benachbarten C-Atome und 
der Protonen eine Aufspaltung der Signale in sog. Multipletts erreicht. Das 
Multiplett ergibt sich aus der Überlagerung der verschiedenen Isotopomere 
(Molekül mit unterschiedlicher Markierungsverteilung hinsichtlich der Isotope 
12C und 13C) im 2D-NMR-Spektrum (Abb. 2.25). 
 
Ein Multiplett ist ein Mehrfachpeak in einem NMR-Spektrum, der durch die 
Aufspaltung eines einzelnen Peaks aufgrund von skalaren spin-spin-Kopplungen 
innerhalb verschiedener Isotopomeren entsteht [Wichert, W., 1995]. Die Aufspaltung 
in die unterschiedlichen Multipletts wird bestimmt von der unterschiedlichen Anzahl 
der markierten C-Atome (Abb. 2.25). Die Multiplettspektren aller im Gemisch 
vorliegenden Isotopomeren werden in der Praxis überlagert. Die Quantifizierung der 
Isotopomeren-Anteile auf der Grundlage des Multiplettspektrums wird als 
Multiplettanalyse bezeichnet [Wiechert, 1995].  
 
 
Abb. 2.25  Multiplettaufspaltung aufgrund der 13C-13C-skalaren Kopplung in einem 13C-NMR-
Spektrum am Beispiel eines C3-Fragments. Die 13C-Markierungen sind dick gedruckt 
(rechts), die entsprechenden Multiplettmuster sind stilisiert dargestellt (links). Die 
Überlagerung eines Isotopomergemisches aus allen vier Mustern ist unten link 
gezeigt. s=Singulett, d= Doublett, dd= Doublett von Doublett oder Quartett. [Szyperski, 
1998]. 
 
Die Signaltrennung und –analyse kann mittels der Methoden der 2D-[13C,1H]-NMR-
Spektroskopie deutlich erhöht werden im Vergleich zu dem 1D-[13C]-NMR 
(Abb. 2.26) [Szyperski, 1999]. 
Mit Hilfe der Multiplettanalyse ist es möglich die Isotopomeranteile in einem 
komplexen 2D-NMR-Spektrum eines proteinogenen Aminosäuregemisches zu 
quantifizieren. Ein Ausschnitt eines solchen 2D-NMR-Spektrums ist in Abb. 2.27 
dargestellt. Im 2D-NMR entstehen „Strichmuster“ der einzelnen C-Atome der 
proteinogenen Aminosäuren, denen in der Aufsicht (dritte Dimension) die 
Signalintensitäten zugeordnet werden.  
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Abb. 2.26  Erhöhung der Auflösung von 1D-NMR zu 2D-NMR Spektroskopie. Die Überlagerung 
von der Signale von zwei C-Atomen im 1D-13C-NMR (links) und der Auflösung der 
Signale aufgrund der chemischen Verschiebung durch deren angelagerte Protonen im 
2D-[13C,1H]-HSQC-NMR-Spektrum (rechts) [Szyperski, 1998]. 
Abb. 2.27  Bestimmung der relativen 13C-Isotopomeranteile von NMR Daten. [A] Ausschnitt eines 
2D-[13C,1H]-HSQC Spektrums eines proteinogenen Aminosäuregemisches von 
hydrolysierter E.coli-Biomasse. [B] Feinstruktur der 13C-13C-skalar-Kopplung der 
Signalintensitätsverteilung entlang der gestrichelten Linien in den Mustern in [A] der 
einzelnen Aminosäuren. [C] Multiplettanalyse der relativen Isotopomeranteile am 
Beispiel des a-C-Atoms von Aspartat [Szyperski, 1998]. 
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Die Feinauflösung zeigt ein Peakmuster, welches nach Multiplettanalyse die relativen 
Isotopomeranteile in Prozent quantitativ angibt. Aus diesen Daten lassen sich oftmals 
unter Anwendung stoffwechselphysiologischer Kenntnisse einige C-
Grundgerüstfragmente z.B. von proteinogenen Aminosäuren und Nukleotiden aus 
Vorstufen des Zentralstoffwechsels zuordnen (Abb. 2.28).  
Die Methoden der isotopomer distribution haben den entscheidenden Vorteil, dass 
der Informationsgehalt der Isotopomeranteile der proteinogenen Aminosäuren in die 
Stoffflussberechnungen mit einfließen kann (im Gegensatz zum fractional 
enrichment). In Mikroorganismen sind diese Methoden schon etabliert und werden 
dort zur metabolischen Stoffflussanalyse angewendet. Die Stoffflussanalyse in 
Säugerzellen ist generell noch nicht so verbreitet und mittels der Methoden der 2D-
NMR noch kaum untersucht worden.  
 
Abb. 2.28  Beispiele von Kohlenstoff-Fragmenten, die von einzelnen Intermediatmolekülen 
abgeleitet und in proteinogenen Aminosäuren und Nukleotiden eingebaut werden 
unter der Annahme, dass nur anabole Stoffwechselwege aktiv sind. Diese Daten 
stammen aus E.coli Zelluntersuchungen [Szyperski, 1998]. 
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In der Literatur sind Untersuchungen zur Stoffflussanalyse in Säugerzellen meist nur 
in murinen Hybridomazelllinien beschrieben. Im Folgenden sind die wichtigsten 
Literaturstellen kurz dargestellt: 
 
1. Der Einsatz der 13C-NMR-Spektroskopie für in vivo Untersuchungen des 
Metabolismus’ in einer murinen Hybridoma-Zelllinie wurde bei Sharfstein 
et al. (1994) beschrieben. Hybridoma-Zellen wurden hier in einem speziellen 
Hohlfaserreaktor kultiviert, welcher eine kontinuierliche Aufnahme eines 13C-
Spektrums im NMR möglich macht. Während des steady state wurden 1-13C-
Glukose und 3-13C-Glutamine zeitlich gestaffelt der Kultur zugegeben. 
Zusätzlich wurden offline Proben des zellfreien Kulturüberstandes im NMR 
analysiert. 
Ein Stoffwechselmodell des Primärmetabolismus zur Kalkulation von 
metabolischen Stoffflüssen von NMR Daten wurde eingesetzt. 
Infolge der Reduktion der Glutaminfeedkonzentration [4,0 und 1,7 mM 
Glutaminkonzentration] nahm die Glutaminaufnahmerate ab und die 
Antikörperproduktionsrate zu und zwar mit nur geringem Effekt auf den 
Glukosemetabolismus. 
Die metabolische Stoffflussanalyse ergab, dass 92% der aufgenommenen 
Glukose direkt durch die Glykolyse und 8% durch den Pentose-Phosphat-Weg 
geleitet werden. Die Lipidbiosynthese scheint größer zu sein im Vergleich zur 
Malatshunt-Aktivität. Ein beachtlicher Austausch wurde zwischen TCA-Zyklus, 
Intermediaten und Aminosäurepools beobachtet, welcher zu einem 
beträchtlichen Verlust von 13C-Markierung aus dem TCA Zyklus geführt hat. 
 
2. Der Primärmetabolismus einer murinen Hybridoma-Zelllinie wurde mittels 
in vivo NMR Spektroskopie untersucht und ist bei Mancuso et al. (1994) 
beschrieben. Die Zellen wurden auch hier in einem speziellen Hohlfaser-
Bioreaktor kultiviert. Sequentiell wurde 1-13C-Glukose, 2-13C-Glukose und 
3-13C-Glutamine in das Kulturmedium gegeben. 
Die metabolische Stoffflussanalyse zeigte, dass 76% des Pyruvats direkt aus 
der Glykolyse stammt, ein geringer Anteil stammt aus dem Malatshunt und 
dem Pyruvat-/Malat-shuttle, welcher mit der Lipidsynthese und dem Pentose-
Phosphat-Weg assoziiert ist. 
Grundsätzlich kann Pyruvat zwar über zwei Enzymreaktionen in den TCA-
Zyklus eintreten: 1. Pyruvat-Dehydrogenase (Energieproduktion) und 2. 
Pyruvat-Carboxylase (Zellen mit hohen Lipidsysntheseraten können 
signifikante Flüsse durch die Pyruvat-Carboxylase zeigen). Jedoch erfolgte 
der erfolgte der meiste Pyruvatkohlenstoff in den TCA Zyklus mittels der 
Pyruvat-Dehydrogenase-Aktivität, es wurde keine Pyruvat-Carboxylase 
Aktivität detektiert.  
Der Malat-shunt-Fluss entsprach etwa der Glutamin-Aufnahmerate. 
Der Glukoseanteil, welcher über Acetyl-CoA in die Lipidsynthese fließt, betrug 
4% an der Glukoseaufnahmerate. Damit war die Lipidsyntheserate aus der 
Glukose klein im Verhältnis mit der Malat-shunt-Rate. 
Die TCA Rate zwischen Isocitrat und a-Ketoglutarat betrug 110% der 
Glutaminaufnahmerate. 
Der Fluß durch den Pentose-Phosphat-Weg war sehr klein im Vergleich zur 
Glykolyse. 
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3. Die Bestimmung der intrazellulären Flüsse, vor allem des 
Zentralmetabolismus in kontinuierlich wachsenden Kulturen von Hybridoma-
Zellen wird bei Bonarius et al. (1998) beschrieben. Hier wurde ein Ansatz 
gewählt, der metabolische Flüsse zu quantifizieren versucht allein auf der 
Basis von Massenbilanzen. Es konnte gezeigt werden, dass nur sehr wenige 
Flüsse (meist Aufnahme- und Produktionsraten von Metaboliten und einige 
wenige intrazelluläre Flüsse) sich nur mittels der stöchiometrischen 
Bilanzierung bestimmen lassen. Es sind zusätzliche Bedingungen erforderlich, 
um die meisten intrazellulären Stoffflüsse zu quantifizieren, besonders die der 
zyklischen Metabolismuswege. Dies kann entweder durch zusätzliche 
Isotopen-Markierungsexperimente oder mittels theoretischer Annahmen 
erfolgen. Während einer chemostatisch wachsenden Kultur wurde im steady 
state 1-13C-Glukose, 2-13C-Glukose und 6-13C-Glukose dem Medium 
hinzugegeben. 
Die Markierungsanteile im Laktat und im CO2 wurden mittels 1H-NMR-
Spektroskopie und Massenspektrometrie bestimmt. Die Daten von fünf 
unterschiedlichen steady states wurden verwendet zur Bestimmung der 
intrazellulären metabolischen Flüsse des Kohlenstoffmetabolismus'. 
Bidirektionale Flüsse wurden nicht betrachtet. 
Folgende Ergebnisse wurden ermittelt: 
- 17-23% der aufgenommenen Glukose wird durch den Pentose-Phoshat-
Weg geschleust. 
- Im Mittel werden 17% der verbrauchten Glukose im TCA Zyklus 
metabolisiert. 
- Die Pyruvat-Carboxylase-Aktivität ist unter den hier untersuchten 
Bedingungen nicht signifikant. 
- Obwohl die NAD(P)H Bilanz theoretisch zur Quantifizierung vor allem des 
Glukose-6-Phosphat-Verzweigungspunktes genutzt werden kann, hat sich 
gezeigt, dass die resultierenden Werte sich erheblich unterscheiden von 
denen, die mittels Isotopen-Markierungsuntersuchungen bestimmt wurden. 
- Der Pentose-Phosphat-Fluss bestimmt, wie viel Glukose minimal benötigt 
wird. Höhere Glukosewerte führen dann zu unnötigerweise höheren 
Lakatbildungsraten. 
è Die Kombination von Flussbilanzmodellen und Isotopen-Markierungs-
experimenten würde (in Zukunft) ein Tool sein zur quantitativen 
Flussanalyse von komplexen metabolischen Netzwerken. 
 
4. Die vergleichende Analyse von Glukose- und Glutaminmetabolismus in 
transformierten Säugerzelllinien, Insekten- und primären Leberzellen wird 
beschrieben bei Neermann und Wagner (1996). Hier wurde neben den 
spezifischen Verbrauchs- und Bildungsraten und den Enzymaktivitäten aus 
dem Glukose- und Glutaminstoffwechsel die Flussverteilung (BHK- und 
Insektenzelllinien) mittels radioaktiv markierten Substraten gemessen. 
Folgende Ergebnisse sind ermittelt worden: 
- Es konnte keine Aktivität von Schlüsselenzymen, die Glykolyse und TCA 
miteinander verbinden, detektiert werden, wie z.B. Pyruvat-
Dehydrogenase, Pyruvat-Carboxylase und Phosphoenolpyruvat-
Carboxykinase. 
- In BHK-Zellen tritt kein Kohlenstoff in den TCA-Zyklus, der aus Glukose 
oder Pyruvat stammt, so dass die aufgenommene Glukose hauptsächlich 
via Glykolyse in Laktat umgesetzt wird (8% der aufgenommenen Glukose 
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fließt in den Pentose-Phosphat-Weg und 20 bis 30% der verbrauchten 
Glukose folgt anderen Metabolismuswegen als Glykolyse und PPP). 
- Etwa 18% des aufgenommenen Glutamins wird oxidiert, so dass daraus 
folgt, dass Glutamin die Hauptenergiequelle für Säugerzelllinien darstellt. 
- Säugerzellen, die in serumfreien Medien kultiviert werden, zeigten höhere 
Aufnahmeraten, Flüsse und Enzymaktivitäten als Zellen, die in serum-
supplementierten Medien wuchsen. 
- Insektenzellen oxidierten zusätzlich zum Glutamin auch Glukose und 
Pyruvat. Sie produzieren nur geringe Mengen Laktat, sie sind fähig, 
glykolytische Intermediate in den TCA Zyklus einzuschleusen. 
 
5. „Im Vergleich zu anderen biochemischen Techniken, die die zellulären 
Funktionen auf spezifische Enzyme und Reaktionen reduziert, betrachtet die 
metabolische Stoffflussanalyse die Zelle als Ganzes.“ So wird der 
Untersuchungsansatz der metabolischen Stoffflussanalyse bei Forbes, Clark, 
und Blanch (2000) beschrieben. Die experimentellen Untersuchungsmethoden 
werden aufgezeigt: 
- die direkte Messung von externen Metabolitkonzentrationen 
- Bestimmung der 13C- und 14C-Verteilungsmuster der Metabolite mittels 
NMR-Spektroskopie und Szintillationszählung 
- Messung von Enzymaktivitäten nach Extraktion 
Meist wird mehr als eine Methode angewandt. 
Die Detektion der Isotopenverteilung durch die 13C-NMR-Spektroskopie erfolgt 
mit den Methoden des "fractional enrichment" von spezifischen 
Kohlenstoffatomen und der "isotopomer distribution" von ganzen Metaboliten. 
Ein weiterer Einsatz ist das sog. in vivo-NMR, welches in speziellen 
Hohlfaserreaktoren Anwendung findet. Vorteil ist die Möglichkeit der Verfolgung 
und Detektion von molekularen Ereignissen in lebenden Zellen und "realtime"-
Bedingungen. Entscheidender Nachteil der Untersuchungen in den 
Hohlfasermodulen ist, dass hier spezielle Wachstums- und damit auch 
Metabolismusbedingungen vorherrschen, welche sich deutlich von denen in 
Suspensionskulturen unterscheiden. 
 
6. Ansätze zur mathematischen Modellierung von intrazellulären Stoffflüssen von 
Säugerzellen in Suspensionskulturen wurden untersucht und sind beschrieben 
bei Romain (2001). In dieser Arbeit wurden Stoffwechselmodelle für 
Säugerzellen entwickelt mit dem Ziel, das metabolische Netzwerk so 
abzubilden, dass es für Kulturen unabhängig von dem Reaktorsystem 
Anwendung finden kann. Die Überprüfung und Evaluierung der Modelle erfolgte 
mittels experimenteller Daten aus steady state Zellkulturen (Chemostat) dreier 
Zelllinien: einer SP2/0-Myeloma, einer transformierten SP2/0-Myeloma und 
einer MN12-Hybridoma. 
In den Modellen wurde die für eukaryotische Zellen charakteristische 
Kompartimentierung nicht berücksichtigt, um die Beschränkungen so gering wie 
möglich zu halten. 
Datensätze von insgesamt 17 chemostat-Fermentationen wurden in einem 
ersten "black box" Modell bilanziert. Im Weiteren wurden mehrere 
Modellvarianten mit unterschiedlichem Grad der Zusammenfassung von 
metabolischen Reaktionssystemen erzeugt (Anabolismus- und 
Katabolismusreaktionen, Aminosäureflusssysteme). Mittels eines kumulativen 
statistischen Tests wurden die verschiedenen Modellvarianten diskriminiert.  
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Aus den statistisch erfolgreichen Modellvarianten wurden Flüsse kalkuliert und 
unter physiolgischen Aspekten beurteilt. Kritisch ist der Energiemetabolismus zu 
betrachten, bei einigen Datensätzen kam es zu einer guten Abbildung in den 
Modellvarianten, aber bei anderen war es nicht möglich, valide bioenergetische 
Übereinstimmungen zu erzielen. 
Metabolische Netzwerkmodelle weisen im Allgemeinen eine große Anzahl von 
Reaktionsgleichungen auf. Eine geeignete Reduktion und Zusammenfassung 
von Reaktionen machen eine Stoffflusskalkulation mittels stöchiometrischen 
Bilanzmodellen für steady state Säugerzellkulturen möglich, allerdings ist einige 
Vorsicht geboten bei der Bilanzierung des Energiestoffwechsels, der allerdings 
eine zentrale Rolle im Metabolismus und zugleich in der Abbildbarkeit durch 
Modelle aufweist. 
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3. Material und Methoden 
 
3.1 Verwendete BHK-Zelllinien 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei unterschiedliche Baby Hamster Kidney (BHK)-
Zelllinien verwendet.  
 
3.1.1 BHK-Zelllinie (MERCK) 
Die Baby Hamster Kidney (BHK) Zelllinie BHK-21a-CH3-IL2.48.2, die von der Firma 
MERCK, Darmstadt, bereitgestellt wurde, sekretiert ein humanes IgG1-IL2-
Fusionsprotein. Der IgG1-Antikörper ist gegen den humanen EGF-Rezeptor gerichtet. 
 
3.1.2 BHK-PYC-Zelllinie (GBF) 
Die BHK-21a-PYC2-Zelllinie wurde von Dr. Roland Wagner, Zellkulturtechnik, GBF, 
Braunschweig, zur Verfügung gestellt [Irani, 1999]. Diese BHK-21a-Zelllinie wurde 
mittels eines Plasmids (pCMVPYC2) transfiziert, in welches das Gen einer 
rekombinanten Pyruvatcarboxylase (zytosolische Expression) aus Saccharomyces 
cerevisiae, und ein Ampicillin-Resistenzgen inseriert wurde. Der Expressionsvektor 
steht unter der Transkriptionskontrolle eines CMV-Promotors. Die BHK-21a-Zelllinie 
wurde einem Plasmid (pAG60), welches ein Neomycin-Resistenzgen enthält, 
kotransfiziert. Die BHK-21a-PYC2-Zelle ist stabil transfiziert. 
 
3.1.3 BHK-Referenz-Zelllinie (GBF) 
Die BHK-21a-pAG60-Zelllinie, die ebenfalls von Dr. Roland Wagner, 
Zellkulturtechnik, GBF, Braunschweig, bereitgestellt wurde, ist im Gegensatz zu der 
BHK-21a-PYC2-Zelllinie nur mit dem Plasmid (pAG60), welches ein Neomycin-
Resistenzgen enthält, stabil transfiziert. Diese Zelllinie kann keine recombinante 
Pyruvatcarboxylase exprimieren. Im Vergleich zu der BHK-21a-PYC2-Zellline kann 
diese BHK-21a-pAG60-Zelllinie als Referenz dienen [Irani, 1999]. 
 
3.2 Medien 
Die BHK-Zelllinie (MERCK) war bereits an Suspensionsbedingungen adaptiert und 
wächst in dem serum- und proteinfreiem Medium SMIF-6 (Scharfenberg’s 
Modifikation 6), das bei Invitrogen (GIBCO), Eggenstein, kommerziell erhältlich ist. 
Das Flüssigmedium wurde bei der GBF, Braunschweig, für die Zellkultivierung von 
rekombinanten Zelllinien entwickelt und aufgrund eines secrecy agreements mit der 
GBF war die Medienzusammensetzung für die Arbeiten bekannt.  
Das Medium enthält laut Herstellerangaben 5 mmol*L-1 Glutamin und 20 mmol*L-1 
Glukose und ist auf einen pH-Wert von 7,2 und eine Osmolalität von 0,31 Osmol*kg-1 
eingestellt.  
Die beiden adhärenten BHK-Zelllinien der GBF werden in ZKT1-Medium (GBF, 
Braunschweig) mit 5% fötalem Kälberserum (FCS) kultiviert. Dieses Pulvermedium 
wird mit ultrafiltriertem, pyrogenfreiem Wasser mit einer Leitfähigkeit < 0,5 µS/cm 
gelöst. Im Rahmen der Arbeiten wurden die Zelllinien an serumfreie und 
Suspensionsbedingungen adaptiert. Wegen der besseren Vergleichbarkeit wurde 
versucht, eine Adapation an SMIF-6-Medium zu erreichen. Als Selektionsmarker 
wurde dem Medium 0,7 mg*mL-1 G418 zugesetzt.  
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Als Markierungsmedium wurde SMIF-6-Medium verwendet, welches zusätzlich mit 
U-13C6-Glukose und 1-13C-Glukose versetzt war. Das Medium wurde dann 
sterilfiltriert und an den Bioreaktor angeschlossen. 
 
3.3 Stammhaltung 
Die Stammhaltung der BHK-Zellen erfolgte steril in Spinnerflaschen. Es wurden 
0,25 L Spinnerflaschen mit einem durchschnittlichen Füllvolumen von 0,10 L 
verwendet. Die Flaschen wurden im Brutschrank bei 37°C, 100% Luftfeuchtigkeit und 
mit einer Gasphase aus Luft und 5 % CO2 inkubiert. Der Gasaustausch mit der 
flüssigen Phase erfolgte diffusiv über sterile Luftfilter (0,2 µm Porengröße). Die 
Kulturen in den Spinnern wurden mit 30 rpm gerührt. Ein Absetzen der Zellen am 
Boden des Gefäßes wurde so verhindert und gleichzeitig ein verbesserter Gaseintrag 
erreicht.  
Die Zellen sind stets in der exponentiellen Wachstumsphase zu halten. Die Kulturen 
wurden daher etwa alle 3-4 Tage mit frischem, auf 37°C vorgewärmten Medium, so 
verdünnt, dass eine Lebendzellzahl von etwa 5-6*104 Zellen pro Milliliter erhalten 
wurde. 
Damit eine möglichst konstante Zellpopulation mit den gleichen genetischen und 
morphologischen Eigenschaften während der gesamten Prozessentwicklung 
gewährleistet werden kann, ist es erforderlich den Produkttiter in Überstandsproben 
der Stammhaltung regelmäßig zu bestimmen. Eine Erneuerung der Stammhaltung 
nach spätestens 2-3 Monaten, durch Auftauen frischer Zellen aus der 
kryokonservierten Zellbank, ist vorzunehmen. 
 
3.4 Kryokonservierung 
Rekombinante Zelllinien sind auch nach der stabilen Inserierung der Fremdgene 
genetischen und morphologischen Veränderungen ausgesetzt. Es ist jedoch 
erforderlich, während der gesamten Verfahrensentwicklung Zellen reproduzierbar mit 
den gleichen Eigenschaften verfügbar zu haben. Daher werden nach Selektion eines 
BHK-Klons Zellbanken angelegt. Säugerzellen können in der Gasphase über 
flüssigem Stickstoff bei –196°C langfristig gelagert werden. Die Bildung von 
Eiskristallen in den Zellen, die deren Lyse zur Folge haben würde, kann mit der 
Zugabe von Gefrierschutzmitteln wie DMSO verhindert werden. Dieses kleine 
lipophile Molekül kann durch die Zellmembran diffundieren und durch Reduzierung 
des Wassergehaltes in den Zellen eine Kristallbildung unterbinden.  
 
3.4.1 Einfrieren 
Die Zellen werden einer Kultur aus der exponentiellen Wachstumsphase entnommen 
und nach Zentrifugation (4 min bei 100g) von dem Kulturüberstand abgetrennt. Der 
zellfreie Überstand wird verworfen und die Zellen werden in Einfriermedium 
(90 % FCS, 10 % DMSO) resuspendiert. Das Volumen wird so eingestellt, dass eine 
Zelldichte von etwa 1,0 x107 Zellen pro mL erhalten wird. Nach Zugabe von DMSO 
ist eine rasche Arbeitsweise notwendig (DMSO hat für die Zellen toxische Wirkung). 
Die Zellsuspension wird nun mit je 1-1,5 mL in Kryoröhrchen aliquotiert und bei –
80°C in einem mit Isopropanol gefüllten Einfriermodul, welches für 1 K Abkühlung pro 
min sorgt, eingefroren. Am nächsten Tag können die Zellen zur dauerhaften 
Lagerung bei –196°C in den Stickstofftank überführt werden. 
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3.4.2 Auftauen 
Das Auftauen der Zellen wird im Wasserbad (37°C) rasch durchgeführt, um die 
zelltoxische Wirkung des Einfriermediums (DMSO) zu reduzieren. Die Suspension 
(1mL) wird mit 4mL vorgewärmtem Auftaumedium (SMIF-6 + 5 % FCS) versetzt und 
4 min bei 100g abzentrifugiert. Nach Abtrennung des Überstandes wird das Zellpellet 
in 10 mL vorgewärmtem Auftaumedium resupendiert und in eine 
Gewebekulturflasche (T-Flasche) mit einer Oberfläche von 25 cm2 überführt und im 
Brutschrank kultiviert. Nach etwa 10-12h werden die Zellen in eine 
Gewebekulturflasche mit einer Oberfläche von 75 cm2 überführt und mit 10 mL SMIF-
6-Medium versetzt. Am folgenden Tag wurde die Lebendzellzahl bestimmt und  die 
Zellen wurden je nach Vitalität in eine Spinnerflasche überführt. In den nächsten 
Tagen wurden Medienwechsel mit serumfreien SMIF-6 Medium vorgenommen, um 
den Serumgehalt zu verringern. Dabei wurden die Zellen jeweils auf eine 
Startkonzentration von 1*105vc*mL-1 reduziert. Ist die Serumkonzentration < 1 % 
können die Zellen abzentrifugiert werden und in SMIF-6 Medium weiter kultiviert 
werden. 
Meist können so die Zellen innerhalb 10-14 Tagen an völlig serumfreie 
Kultivierungsbedingungen adaptiert werden. 
 
3.5 Adaptation von BHK-Zellen an Suspensionskultur 
Die BHK-Zellen sind ursprünglich auf Oberflächen (adhärent) wachsende Zellen. Sie 
können jedoch an Suspensionsbedingungen adaptiert werden. Dies kann erreicht 
werden durch folgende Maßnahmen: 
 
· Adapation an ein serumfreies Medium (Reduzierung des Adhärenzverhaltens) 
· Einstellung der Rührgeschwindigkeit, so dass einerseits einer Aggregatbildung 
entgegen gewirkt und andererseits eine Schädigung der Zellen durch Scherung 
vermieden wird 
· Selektion von Zellsubpopulationen mit verstärkter Suspensionsneigung (z.B. 
durch Zellverdünnung: Zellaggregate sedimentieren lassen und in Suspension 
befindliche Zellen weiterkultivieren) 
 
3.6 Vorkultur 
Das Inokulum wurde in Spinnerflaschen expandiert. Die Startzelldichte betrug 5-
7*104 vitale Zellen pro Milliliter in SMIF-6-Medium. Die Kultivierung erfolgte im 
Brutschrank bei 37°C, 100 % Luftfeuchtigkeit und mit einer Gasatmosphäre von Luft 
und 5 % CO2. Je nach benötigter Inokulumsmenge wurden die Zellen entweder mit 
Frischmedium in der Spinnerflasche expandiert oder in neue Kulturgefäße 
passagiert. Die Zellen des Inokulums müssen sich in der exponentiellen 
Wachstumsphase befinden (Zellzahl ca. 5*105 vc*mL-1), damit bei Versuchsbeginn 
gute Startbedingungen gewährleistet sind. Die Startzelldichte im Fermenter sollte bei 
1*105vc*mL-1 liegen. 
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3.7 Analytische Methoden 
3.7.1 Zellzahl- und Vitalitätsbestimmung 
Die Zellzahl kann sowohl mittels Neubauer-Zählkammer (Hämozytometer) unter dem 
Phasenkontrastmikroskop als auch mit dem CASY 1-Partikelzählgerät bestimmt 
werden.  
Die Untersuchung der Vitalität beruht auf der Anfärbbarkeit des Cytosols toter Zellen 
mit Vitalfarbstoffen. Erythrosin B färbt das Cytosol toter Zellen rot, Trypanblau blau, 
während lebende Zellen aufgrund ihrer intakten Cytoplasmamembran eine 
Diffusionsbarriere für den Farbstoff darstellen und deshalb ungefärbt bleiben. 
Die Neubauer-Zählkammer ist ein spezieller Objektträger, der durch ein eingraviertes 
Netzraster in 4 Großquadrate unterteilt ist. Unter dem Deckglas ergibt sich ein 
definierter Raum mit einem Volumen von 0,1 µL. Die Zellen werden in den 
Großquadraten ausgezählt und die Zellkonzentration ergibt sich nach: 
 
410
4
´
´
=
FZX          Gleichung 1 
 
X = Zellkonzentration [mL-1] 
Z = Summe der Zellzahlen der 4 Großquadrate [-] 
F = Verdünnungsfaktor 
 
Das Verhältnis lebender Zellen zur Gesamtzellzahl gibt die Vitalität der Kultur an: 
 
100´=
t
v
c
cVitalität  [%]        Gleichung 2 
 
cv = Lebendzellzahlkonzentration (Vitale Zellzahl) [mL-1] 
ct = Gesamtzellzahlkonzentration (Totale Zellzahl) [mL-1] 
 
Elektronische Zählgeräte, wie z.B. das Casy 1, basieren auf dem 
Widerstandsmessprinzip. Die Zellsuspension wird in einer isotonischen Lösung 
verdünnt und durch eine Messkapillare mit definiertem Durchmesser gezogen. Am 
Ausgang der Messkapillare ist über zwei Platinelektroden eine elektrische Spannung 
angelegt. Sobald eine Zelle durch die Kapillare gesaugt wird, kommt es durch 
Volumenverdrängung zu einer Widerstandserhöhung. Die dadurch entstehenden 
elektrischen Impulse entsprechen der Anzahl der Zellen. Durch Kombination des 
Widerstandsprinzips und der Pulsflächenanalyse kann die Größenverteilung ermittelt 
werden. Die Einzelimpulse werden nach ihrer Größe integriert, wobei die jeweilige 
Pulsfläche proportional zum Zellvolumen ist. So kann für den gewünschten 
Messbereich eine charakteristische Größenverteilung über Zelltrümmer, tote und 
lebende Zellen und Zellaggregate einer Probe ermittelt werden. Zellen mit 
geschädigter Zellmembran oder tote Zellen werden kleiner dargestellt (meist nur 
noch mit dem Zellkern) als lebende Zellen, weshalb ein lebend-tot-Differenzierung 
eingeschränkt möglich ist [Lindl und Bauer, 1994]. 
 
3.7.2 Medienanalytik 
Alle in der Medienanalytik eingesetzten Proben müssen zellfrei sein, um eine 
Störung der Verfahren zu vermeiden. Vor der Messung ist ein Abtrennen der Zellen 
durch Zentrifugation (5 min bei 3500 g) erforderlich. 
 
3. Material und Methoden  45 
3.7.2.1 Osmolalität 
Säugerzellen besitzen keine Zellwand, sie sind daher gegenüber dem osmotischen 
Druck empfindlich. Die Osmolalität wird von den im Medium osmotisch wirksamen 
Teilchen (z.B. Salzen) bestimmt. Die Messung erfolgt mittels eines Gefrierpunkt-
Osmometers. Genau 50 µL Probe (zellfreier Kulturüberstand) werden auf –7°C 
mittels eines Peltier-Elementes abgekühlt. Durch das Animpfen der Lösung mit 
Impfkristallen (durch Eintauchen einer Edelstahlnadel) wird die Kristallisation 
ausgelöst. Hierbei steigt die Temperatur bis auf den Gefrierpunkt der Flüssigkeit. Die 
Differenz des Gefrierpunktes der Lösung zum Gefrierpunkt reinen Wassers ist 
proportional zur Osmolalität der Probe (Messprinzip: Gefrierpunkterniedrigung). 
 
3.7.2.2 Glukose 
Die Bestimmung der Glukosekonzentration erfolgt in einem Glukose-Analysator nach 
dem enzymatisch-amperometrischen Prinzip. Die Messzelle wird begrenzt durch eine 
Sonde, die eine Membran mit immobilisierter Glukoseoxidase (GOD) enthält. 20-
50 µL Kulturüberstand, in 1 mL Pufferlösung verdünnt, werden in die Messkammer 
gepumpt, dabei wird Glukose zu Gluconsäure und Wasserstoffperoxid umgesetzt. 
Wasserstoffperoxid zerfällt an einer Platinelektrode, so dass zwei Elektronen 
entstehen, die einen Stromfluss proportional zum Glukosegehalt in der Probe 
erzeugen. Die folgende Reaktionskette findet in der Membran bzw. an der Elektrode 
statt: 
 
   Glukose + O2     ¾¾ ®¾GOD         H2O2 + Gluconsäure 
 
   H2O2              ¾¾¾¾ ®¾ trodePlatinelek    2H+ + O2 +2e- 
 
3.7.2.3 Laktat 
Die Quantifizierung des Laktatgehaltes in Kulturüberstandsproben erfolgt in einem 
Laktat-Analysator. Bei der enzymatisch-amperometrischen Messung ist das Enzym 
L-Laktat-Oxidase (LOD) immobilisiert. Die Probe wird in die Messzelle gepumpt und 
Laktat wird enzymatisch in folgender Reaktionskette umgesetzt: 
 
   Laktat + O2     ¾¾ ®¾LOD          H2O2 + Pyruvat 
 
   H2O2           ¾¾¾¾ ®¾ trodePlatinelek    2H+ + O2 +2e- 
 
An einer Platinelektrode wird ein Stromfluss gemessen, der linear abhängig ist von 
der Laktatkonzentration in der Probe. 
 
3.7.2.4 Glutamin und Glutamat 
Die Messung der Glutamin- und Glutamatkonzentration in Kulturüberständen wird 
mittels eines Analysengerätes durchgeführt, welches nach dem enzymatisch-
amperometrischen Messprinzip arbeitet. Die Messkammer wird von zwei 
Messsonden begrenzt. In der Glutaminsonde wird durch das Enzym Gluaminase 
Glutamin zu Glutamat und in einem zweiten Schritt mittels der Glutamatoxidase zu 
H2O2 und a-Ketoglutarat umgesetzt. Die Stromflussänderung, die durch den Zerfall 
46   3. Material und Methoden 
von H2O2 an einer Platinelektrode verursacht wird, ist linear abhängig von der 
Glutamatkonzentration (I.-III.). An dieser Messelektrode wird ein Summensignal 
aufgenommen, welches die Glutamin- und die Glutamatkonzentration der Probe 
erfasst. An der zweiten Elektrode ist nur das Enzym Glutamatoxidase immobilisiert, 
so dass hier nur das Glutamat der Probe quantifiziert wird (II.-III.). Aus der Differenz 
der Messsignale beider Elektroden ergibt sich der Glutamingehalt der Probe. Die 
Reaktionsketten an den Messsonden entsprechen: 
 
  I. L-Glutamin + O2   ¾¾¾ ®¾ eGlutaminas      L-Glutamat + NH3 
 
  II. L-Glutamat + O2  ¾¾¾¾ ®¾ idaseGlutamatox   H2O2 + a-Ketoglutarat + NH3 
 
  III. H2O2                    ¾¾¾¾ ®¾ trodePlatinelek    2H+ + O2 +2e- 
 
3.7.2.5 Pyruvat 
Der Nachweis der Pyruvatkonzentration in Medienproben wird durch enzymatische 
Umsetzung in Mikrotiterplatten (96 wells) durchgeführt. Das Enzym 
Laktatdehydrogenase (LDH) katalysiert die Umsetzung des in der Probe 
vorhandenen Pyruvats zu Laktat bei gleichzeitiger Oxidation von NADH + H+ zu 
NAD+. NADH + H+ hat ein Absorptionsmaximum bei 340 nm und so kann dessen 
Verbrauch in einem Photometer quantifiziert werden. Die Abnahme der Absorption ist 
direkt proportional zu der Pyruvatkonzentration der Probe. 
 
Pyruvat + NADH + H+  ¾¾ ®¾LDH    Laktat + NAD+ + H2O 
 
 
3.7.2.6 Ammonium 
Die Quantifizierung von Ammonium in den Kulturüberstandsproben wird in einem 
enzymatischen Test in Mikrotiterplatten (96 wells) durchgeführt. Das Enzym 
Glutamat-Dehydrogenase katalysiert in Anwesenheit von Ammoniumionen die 
Umsetzung von a-Ketoglutarat zu Glutamat. Dies geschieht unter stöchiometrischem 
Verbrauch von NADPH + H+ zu NADP. Da NADPH + H+ ein Absorptionsmaximum 
bei 340 nm hat, kann die Abnahme der Reaktion im Photometer quantitativ erfasst 
werden. Die umgesetzte Menge NADPH + H+ ist direkt proportional zu der in der 
Probe vorliegenden Ammoniumkonzentration (Endpunktbestimmung). 
 
a-Ketoglutarat + NADPH + NH4+   ¾¾¾¾¾¾ ®¾ asedehydrogen-Glutamat     Glutamat + NADP+ + H2O 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. Material und Methoden  47 
3.7.2.7 Aminosäuren 
Die Analytik der in den Proben enthaltenen freien Aminosäuren wird mittels HPLC 
durchgeführt. Das Aminosäurespektrum umfasst die natürlichen Aminosäuren außer 
Cystein. Die in den Proben enthaltenen Proteine sind mittels Trichloressigsäure zu 
fällen und durch Zentrifugation abzutrennen. Der entnommene Mittelstand wird mit 
Natronlauge neutralisiert. Die Vorverdünnung der Proben ist so zu wählen, dass die 
Aminosäurekonzentrationen innerhalb des linearen Messbereichs zwischen 10 und 
100 µmol*L-1 liegen. Die Aminosäuren werden vor Eintritt in die HPLC mittels ortho-
Phthaldialdehyd (OPA), welches mit primären Aminen reagiert, derivatisiert. Durch 
einen Stufengradienten werden die auf der Säule gebundenen Aminosäuren eluiert 
und mittels Fluoreszenz des Derivates detektiert (Anregung bei 230 nm und 
Emission bei 455 nm). Die Aufnahme der Chromatogramme und die Integration 
erfolgt mittels eines Computers (Details s. Tab 3.1). 
 
Tab. 3.1 Methode zur Aminosäure-Detektion mittels HPLC 
 
Detektion Fluoreszenz 
Meßwellenlänge 
230 nm (Anregung) 
455 nm (Emmision) 
Flow 0,5 mL*min-1 
Injektionsvolumen 1 µL 
Temperatur 40 °C 
Säule 
Hypersil RP-18|125 mm Länge 
4 mm Innendurchmesser 
Laufmittel Natriumacetatpuffer|0,1 molL-1|pH 7,2 
Elutionsmittel Methanol 
Elutionsprofil Stufengradient 
 
Eine Derivatisierung mit OPA ist nur von primären Aminen möglich, weshalb die 
Aminosäure Prolin (sekundäres Amin) so nicht detektierbar ist. Der Nachweis von 
Prolin in Kulturüberständen wurde mittels 9-fluorenylmethylchloroformiat (FMOC) 
durchgeführt. Die Methode für die Prolinquantifizierung war wie zuvor beschrieben. 
3.7.2.8 Nukleotide 
Die Quantifizierung von Nukleotiden in zellfreien Kulturüberstandsproben wird mittels 
HPLC durchgeführt. Die Metabolite verteilen sich bei der 
Umkehrphasenchromatographie (=Reversed phase Chromatography) zwischen der 
polaren, wässrigen Phase des Laufmittels und der unpolare, stationäre Phase 
entsprechend ihrer Hydrophobizität. Die Trennung der Metabolite erfolgt nach dem 
isokratischen Prinzip. In der Arbeit wurden besonders die Nukleotide Hypoxanthin 
und Thymidin untersucht und jeweils eine HLPC-Methode entwickelt. In Tab. 3.2 und 
Tab. 3.3 sind die beiden Nukleotidtrennmethoden zusammengefasst. 
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Tab. 3.2 Hypoxanthintrennung mittels reversed phase-Chromatographie 
 
Detektion UV / VIS 
Messwellenlänge 254 nm 
Flow 1 mL*min-1 
Injektionsvolumen 20 µL 
Temperatur 20 °C 
Säule 
RP18-Säule | Hypersil-Vorsäule 
L = 10 mm 
Laufmittel 10 mM K+-Phosphatpuffer|pH 6,25 
Waschpuffer 
10 mM K+-Phosphatpuffer|pH 6,25 
+ 30 Vol% Acetonitril 
Elutionsprofil isokratisch 
 
 
Tab. 3.2 Thymidintrennung mittels reversed phase-Chromatographie 
 
Detektion UV / VIS 
Messwellenlänge 254 nm 
Flow 1 mL*min-1 
Injektionsvolumen 20 µL 
Temperatur 20 °C 
Säule 
RP18-Säule | Hypersil-Vorsäule 
L = 10 mm 
Laufmittel 
10 mM-K+-Phosphatpuffer|pH 6,25 
+ 2 Vol% Acetonitril 
Waschpuffer 
10 mM-K+-Phosphatpuffer|pH 6,25 
+ 30 Vol% Acetonitril 
Elutionsprofil isokratisch 
 
 
Für diese beiden Metabolite sind in Abb. 3.1 Chromatogramme mit 
Standardkonzentrationen gezeigt. Hypoxanthin kann zwischen 0 bis 200 µmol*L-1 
und Thymidin zwischen 0 bis 1000 µmol*L-1 mit dieser Methode linear quantifiziert 
werden. 
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Hypoxanthin:      Thymidin: 
Abb. 3.1 Chromatogramme von Hypoxanthin und Thymidin 
 
3.7.2.9 Produkt 
Das Fusionsprodukt besteht aus einem anti-EGFR-Antikörper der Klasse IgG, 
Subklasse 1 und dem Interleukin 2. Da der Antikörper N-terminal vorliegt, ist 
gewährleistet, dass bei einer Detektion des Antikörpers das IL 2 ebenfalls exprimiert 
und sekretiert wurde. Mittels Affinitätschromatographie können Antikörper 
aufgetrennt und quantifiziert werden. Das Säulenmaterial besteht aus Sepharose, 
welches mit ProteinG derivatisiert ist. ProteinG ist ein Zelloberflächenprotein der 
Gruppe G von Streptokokken. Das Protein ist ein Typ III Fc-Rezeptor, der an die Fc-
Region von IgG-Antikörpern bindet [Pharmacia, 1993]. 
 
Tab 3.3 Fc-spezifische Affinitätschromatographie 
 
Detektion UV / VIS 
Meßwellenlänge 280nm 
Flow 1,0 mL*min-1 
Injektionsvolumen 500 µL 
Temperatur 20 °C 
Säule 
ProteinG Sepharose|FastFlow 4 
r = 2,5 mm , V = 1 mL 
Equilibrationspuffer 20 mM Phosphatpuffer|pH 7,3 
Elutionspuffer Glycin/HCl-Puffer | pH 2,4 
Elutionsprofil pH-shift 
15 mmol/L (à SMIF-6) 
30 mmol/L 
45 mmol/L 
1,5 µmol/L (à SMIF-6) 
11,5 µmol/L 
51,5 µmol/L 
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ProteinG Sepharose eignet sich daher gut für die Fc-spezifische 
Affinitätschromatographie, sowohl im analytischen- als auch im Prozess-Maßstab. 
Bei einem pH-Wert von 7,3 bindet in der HPLC der Antikörper. Durch einen pH-shift 
von 7,3 nach 2,4 wird der gebundene Antikörper wieder eluiert. Die vollständige 
Methode ist in Tabelle 3.3 zusammengefasst. 
Untersuchungen mit dem Standardfusionsprotein zeigen, dass eine lineare 
Quantifizierung in einem Bereich von 5 bis 1000 µg*mL-1 gewährleistet werden kann. 
(Abb. 3.2) Das Produktprotein ist gegenüber einem IgG-Antikörper vergrößert, 
welches durch die Erhöhung der Steilheit der Kalibriergeraden erkennbar ist. 
Dadurch wird die Sensitivität der Quantifizierung im Bereich der Konzentrationen 
unterhalb von 15 mg*mL-1 deutlich erhöht. 
 
 
 
Abb. 3.2 Chromatogramme für Standardproben des anti-EGFR-IgG-IL2-
Fusionsproteins 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SMIF-6 
7,5 µg/mL 
15 µg/mL 
45 µg/mL 
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Abb. 3.3 Kalibriergeraden mit murinem IgG1- und IgG2-Antikörper und humanem 
anti-EGFR-IL2-Fusionsprotein 
 
3.7.3 Zusammensetzung der Zellen 
Für die Analysen der Zellzusammensetzung wurden jeweils Zellen aus einer 
exponentiell wachsenden Kultur entnommen. Biotrockenmasse wurde verwandt, um 
eine Elementaranalyse durchzuführen, die proteinogenen Aminosäuren zu 
quantifizieren und den Lipidanteil zu bestimmen. Biofeuchtmasse wurde nach 
Abtrennung der Kulturlösung eingesetzt, um Proteinanteil, DNA- und RNA-Gehalt zu 
quantifizieren. 
3.7.3.1 Elementaranalyse 
BHK21- (MERCK) und Hybridoma-Kulturen, die in Spinnerflaschen im batch 
Verfahren gewachsen sind (Arbeitsvolumen insgesamt 1,4L), wurden entnommen 
und durch Zentrifugation (15 min bei 915 g) von der Kulturlösung getrennt. Der 
Kulturüberstand wird abgesaugt und durch ein Filter 0,2 µm von Zellen und 
Zellpartikeln getrennt und bei –20°C eingefroren.  
Das Zellpellet der Zentrifugation wird in PBS-Lösung resupendiert, mit verdünnter 
PBS-Lösung (0,1 fach), zwecks Reduzierung des Salzanteils, gewaschen und in 
einer Glaspetrischale bei –80°C eingefroren. Die Zellmasse wird über Nacht (20-
24 h) lyophilisiert. Die lyophilisierte Biotrockenmasse wird gewogen und möglichst 
homogen zerkleinert. Von der Biotrockenmasse (BHK21- (MERCK) und Hybridoma-
Zellen) wurde eine Elementaranalyse bei der Firma Dr. Weßling Laboratorien GmbH, 
Bochum, für die Elemente C, O, H, N, S durchgeführt. In den 
Kulturüberstandsproben wurden der gelöste organische Kohlenstoff (Dissolved 
organic carbon = DOC), der gesamte organische Kohlenstoff (total organic 
carbon = TOC) und der gesamte Stickstoff ebenfalls bei der Firma Dr. Weßling 
Laboratorien GmbH, Bochum, bestimmt. 
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3.7.3.2 DNA-/RNA-Bestimmung 
Die Quantifizierung des DNA- und RNA-Gehaltes in BHK-Zellen erfolgte durch 
Isolierung und Aufreinigung nach Protokollen der Firma Qiagen, Hilden, 
photometrisch. 
 
Probenvorbereitung 
Es wird aus einer Kultur, welche sich in der exponentiellen Wachstumsphase 
befindet, eine Probe entnommen. Die eingesetzten Zellzahlen richten sich nach den 
Angaben, die von der Firma Qiagen empfohlen sind. Die Zellsuspension wird 
zentrifugiert (5 min bei 200 g). Nach Abtrennung des Überstandes werden die Zellen 
einmal mit PBS-Lösung gewaschen. 
 
DNA-Isolierung 
Die Zellen werden in Lysepuffer (Proteinase K) aufgenommen. Die DNA des Lysats 
wird an eine Silikagelmembran (DNeasy-mini-spin Säule) gebunden und in einem 
Puffer mit niedrigem Salzgehalt eluiert. Genomische DNA mit mehr als 50 bp kann 
laut Herstellerangaben sicher gereinigt und isoliert werden. Die Quantifizierung 
erfolgt photometrisch (260 nm), wobei einer Absorptionseinheit ein DNA-Gehalt von 
50 µg*mL-1 entspricht. Die Reinheit in bezug auf Proteinverunreinigungen wird aus 
dem Verhältnis A260/A280 ermittelt (1,8-2,0 bei reiner DNA). Eine RNA-Kontamination 
kann durch Zugabe von RNase vor der Reinigung verhindert werden. Die 
Untersuchungen wurden mit einem DNeasy® Tissue Kit für die Isolierung 
genomischer DNA der Firma Qiagen, Hilden, durchgeführt. 
 
 
RNA-Isolierung 
Nachdem die Zellen in Lysepuffer resuspendiert sind, wird das Lysat homogenisiert, 
da eukaryotische Zelllysate häufig eine hohe Viskosität aufgrund der genomischen 
DNA aufweisen. Besonders die Aufreinigung von RNA macht einen 
Homogenisierschritt zur Scherung der hochmolekularen genomischen DNA 
erforderlich (z.B. QIAshredder von der Firma Qiagen). Das homogenisierte Zelllysat 
wird auf eine Silikagelbasierte Membran (RNeasy-mini-spin-Säule) gegeben und die 
RNA durch Zugabe von Ethanol gebunden. Die RNA eluiert in Wasser und kann 
photometrisch quantifiziert werden (260 nm). Eine Absorptionseinheit entspricht 
40 µg*mL-1. Laut Herstellerangaben binden nur RNA-Moleküle, die länger als 200 bp 
sind, so dass mit dieser Methode meist nur mRNA’s nachweisbar sind, nicht jedoch 
die sogenannten kleinen RNA’s (rRNA und tRNA), welche aber zusammen einen 
Anteil von 15-20 % der gesamten RNA einer Zelle darstellen können. 
Die Reinheit wird analog zur DNA-Isolierung bestimmt. Durch Zugabe von DNase vor 
der Isolierung kann eine DNA-Verunreinigung vermieden werden. 
Das Verfahren wurde mit dem RNeasy® Mini-Kit der Firma, Qiagen, Hilden, 
durchgeführt. 
 
RNA-/DNA-Isolierung (kombiniert) 
Die gleichzeitige Isolierung von gesamt-RNA und genomischer DNA mittels eines 
Anionenaustauschharzes erlaubt eine selektive Isolierung von hochmolekularer 
mRNA und niedrigmolekularen r- und t-RNA’s. Für diese Arbeiten wurde ein 
RNA/DNA Mini-Kit der Firma Qiagen, Hilden, genutzt. 
In der lysierten und homogenisierten Probe wird die DNA und RNA gefällt und so von 
Proteinen getrennt. Die in einem Puffer resuspendierte DNA und RNA wird in einem 
ersten Schritt auf die Säule geladen und nur die RNA bindet an die Säule, während 
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die DNA im Durchlauf aufgefangen wird. Die RNA wird dann mit einem Puffer eluiert 
und kann photometrisch quantifiziert werden (s. RNA-Isolierung). Der DNA-Durchlauf 
des ersten Schrittes wird schließlich in einem zweiten Schritt über die 
Ionentauschersäule gegeben, wobei die DNA an die Säule bindet und somit gereinigt 
wird. Die eluierte DNA wird schließlich photometrisch nachgewiesen (s. DNA-
Isolierung). 
 
3.7.3.3 Protein-Bestimmung 
Die Quantifizierung des Zellproteins kann nur erfolgen, wenn die Zellen 
aufgeschlossen sind und die Proteine in gelöster Form vorliegen. 
 
Zellaufschluß und Probenvorbereitung 
Aus einer exponentiell wachsenden Kultur wird eine Probe entnommen, die so 
bemessen sein soll, dass im Endvolumen etwa 1,0*106 vc*mL-1erreicht werden. Nach 
Abtrennung des Kulturüberstandes durch Zentrifugation (10 min bei 3500 g) und 
waschen der Zellen mit PBS-Lösung wird das Zellpellet in 1 mL H2O bidest. 
resuspendiert. Die Probe wird bei –80°C eingefroren. Starke Reduzierung der 
Osmolalität in der Lösung führt zu einer Volumenvergrößerung der Zellen. 
Eiskristallbildung durch das folgende Einfrieren in Wasser lässt die Zellen platzen.  
 
Da ein Zelllysat eine Vielzahl von Substanzen enthält, die eine störende Wirkung auf 
den Proteinnachweis haben können, ist nach dem Auftauen eine Proteinfällung mit 
TCA notwendig. Die Proteine werden abzentrifugiert (10 sec bei 3500 g) und das 
Pellet in H2O bidest. aufgenommen und mit NaOH neutralisiert.  
 
Proteintest (BCA) 
Nach entsprechender Vorverdünnung wurden die aufbereiteten Proben in einem 
BCA-Proteintest, Firma Pierce in Mikrotiterplatten (96 wells) quantifiziert.  
Dieser Test beruht darauf, dass Peptidbindungen im alkalischen Milieu Cu2+- zu 
Cu1+-Ionen reduzieren (Biuretreaktion). Bicinchoninsäure (bicinchonic acid = BCA) 
Cu1+-Ionen führen zu einem Chelatkomplex, der die Reaktionslösung purpur färbt 
und photometrisch bei 562 nm detektiert werden kann. Die Reaktionsfolgen sind: 
 
I.   Protein (Peptidbindungen) + Cu2+   ¾®¾
-OH     tetradentate-Cu1+complex 
 
II.  Cu1+ + 2 Bicinchoninsäure (BCA)    ¾®¾        BCA-Cu1+complex (purpur) 
 
Die gemessene Extinktion des Farbstoffkomplexes ist linear zur Proteinkonzentration 
(20 bis 2000 mg*L-1). Die Proteinkonzentrationen werden mit Hilfe einer BSA-
Standardreihe bestimmt. 
 
3.7.4 Aufschluss der Biomasse für die NMR-Messung 
Die Aufnahme 13C-markierter Substrate (Glukose), die Umsetzung zu Metaboliten 
des Intermediärstoffwechsels und schließlich die Fixierung der Markierung in den 
proteinogenen Aminosäuren bilden die Voraussetzung für die intrazellulären 
Stoffflussanalysen. Die Bestimmung der 13C-Markierungsmuster in den Aminosäuren 
des Zellproteins wurde nach Isolierung markierter Biomasse mittels NMR-
Spektroskopie durchgeführt.  
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3.7.4.1 Ernte der Zellmasse 
Aus einer chemostatischen Kultur in einem 2 L-Rührkessel mit einem Arbeitsvolumen 
von 1 L wird die Kultursuspension entnommen und 20 min bei 915 g zentrifugiert. 
Nach Abtrennung des Kulturüberstandes wird das Zellpellet in PBS-Lösung 
resupendiert, in Falcontubes überführt und erneut zentrifugiert. Nach Resuspension 
des Zellpellets mit PBS-Lösung (0,1fach) wird die Biomasse schließlich in eine 
Glaspetrischale überführt, bei -80°C eingefroren und über Nacht (20-24 h) 
lyophilisiert (detailliertes Protokoll: s. Anhang). 
 
3.7.4.2 Saure Aminosäurehydrolyse der Zellmasse 
150 mg der lyophilisierten Biomasse werden in 11 mL 3,75 molarer HCl gelöst und 
bei 110°C über Nacht unter O2-Ausschluß hydrolysiert. Das saure Hydrolysat wird in 
einen Rundkolben überführt und bei 130 mbar und 40°C am Rotationsverdampfer 
fast bis zur Trockne eingedampft. Nach dem Eindampfen wird das Hydrolysat in 
700 µL D2O mit 2 mol*L-1 Natrium-2,2,3,3-D4-trimethylsilylpropionat (TSP) 
aufgenommen und in ein 5 mm NMR-Proberöhrchen überführt. Das Proberöhrchen 
wird entweder sofort für die NMR-Messung genutzt oder bei –20°C bis zur Messung 
gelagert. 
Die Quantifizierung der proteinogenen Aminosäurezusammensetzung wird analog 
vorgenommen. Das Hydrolysat wird nach dem Eindampfen in H2O bidest. 
aufgenommen und nach geeigneter Verdünnung mittels HPLC quantifiziert 
(s. 3.7.2.7). 
 
3.7.4.3 Lipidextraktion 
Wird die Lipidfraktion der Biomasse extrahiert, ist eine Bestimmung des Lipidanteils 
der Zellen möglich. Die Lipide von markierter Biomasse können zur Aufnahme eines 
NMR-Spektrums dienen. Es werden 200 mg der lyophilisierten Biomasse in einem 
Erlenmeyerkolben in 47 mL Extraktionslösung A gelöst und 3 h bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Extraktionslösung A besteht aus Methanol/Chloroform/Wasser 
(2/1/0,8). Nach Zentrifugation (15 min bei 3500 g) wird der Überstand entnommen 
und gesammelt. Das Pellet wird in 47 mL Extraktionslösung A aufgenommen und 
nochmals 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (15 min 
bei 3500 g) werden die Überstände vereinigt und das Pellet verworfen. Zu den 94 mL 
der gesammelten Überstände werden 25 mL Chloroform und 25 mL Wasser 
hinzugegeben und gut gemischt. Durch Zentrifugation (15 min bei 3500 g) bilden sich 
zwei Phasen, welche durch eine dünne Proteinschicht getrennt sind. Die untere 
Chloroformphase wird entnommen und in einen eingewogenen Rundkolben 
überführt. Das Chloroform wird am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingedampft 
und der Kolben erneut gewogen. Die Gewichtsdifferenz gibt den Lipidanteil der 
Biomasse an.  
Die Lipide können nun in 700 µL NMR-Lösung (90 % deuteriertes Chloroform 
(CCl3D) und 10 % deuteriertes Methanol (CD4O) aufgenommen und in ein 5 mm 
NMR-Proberöhrchen überführt werden. Das Röhrchen kann direkt im NMR 
vermessen werden oder bei –20°C gelagert werden. 
 
3.7.5 NMR-Messung 
Die Arbeiten zur NMR-Messung, der Auswertung und der Stoffwechselanalytik 
wurden in enger Kooperation mit Dr. Albert de Graaf, NMR-Gruppe, IBT1, 
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Forschungszentrum Jülich, durchgeführt. Die 1D-NMR-(1H, 13C) und die 2D-NMR-
Messungen erfolgten in einem AMX400-WB-NMR-Spektrometersystem (Bruker 
Analytik, Karlsruhe). Die Isotopomerverteilungen in Aminosäuren und Glycercin 
wurden aus einem heteronuclear single-quantum correlated (HSQC) 2D-Spektrum 
[Szyperski, 1995] der Gesamthydrolysats bestimmt. Analog wurden die Lipid- und 
Cholesterinisotopomere aus dem entsprechenden 2D-Spektum der Lipidfraktion 
ermittelt. Die Aufnahmeparameter waren t1max = 520 ms, t2max = 231 ms, 
Datensatzgröße 3072 Punkte in t1 und 2048 Punkte in t2. Die Spektralbreiten 
betrugen 4,42 kHz für 1H und 2,95 kHz für 13C, die Sendefrequenzen waren 4,8 ppm 
für 1H und 63,1 ppm für 13C. Die Gesamtdauer der Aufnahme betrug 53,5 Stunden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.4 Phasenverteilung des Zellzyklus 
 
3.7.6 Flowzytometrie zur Bestimmung der Zellzyklusphasen 
Die Detektion der Zellzyklusphasen im Flowzytometer erfolgt durch Anfärbung der 
DNA mit einem Fluoreszenzfarbstoff. Die Zellen werden durch Zentrifugation von der 
Kulturlösung getrennt und in Ethanol (70 %) resuspendiert. Die Zellen können bis zur 
Messung bei -20°C gelagert werden. Durch erneutes Abzentrifugieren, 
Resuspendieren in PBS-Lösung und Inkubieren mit Propidiumiodid und RNase 
werden die Zellen auf die Messung vorbereitet. Der Farbstoff Propidiumiodid 
interkaliert zwischen die Basenpaare der doppelsträngigen DNA. Die RNA wird 
gleichzeitig enzymatisch abgebaut. Für ein statistisch sicheres Ergebnis der 
flowzytometrischen Messung sollten mindestens 10000 Zellen erfaßt werden. Die 
Messung erfolgte mit einem Flowzytometer von Becton-Dickinson® „FACSCalibur“, 
Heidelberg. Zellaggregate und Zelltrümmer werden über die Größe (forward scatter) 
und tote Zellen durch deren Granularität (sideward scatter) durch Schranken 
ausgeschlossen. Zellen, die sich in der G1-Phase befinden, enthalten einen 
einfachen DNA-Satz. Der DNA-Gehalt der Zellen in G2- oder M-Phase ist doppelt so 
hoch. Der Anteil der Zellen, die gerade DNA synthetisieren (S-Phase), hat je nach 
Replikationsstatus einen DNA-Gehalt zwischen eins und zwei. Die detektierten 
Intensitäten der Fluoreszenz sind linear proportional zum DNA-Gehalt der Zellen 
[Al-Rubeai, 1991]. Das in der Messung aufgenommene Histogramm wird mittels der 
ModFit™-Software von Becton-Dickinson® mathematisch ausgewertet. 
 
G1-Phase 
S-Phase 
G2/M-Phase 
Fluoreszenz 
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3.7.7 Fluoreszenzmarkierung von Zellen mittels Membranfärbung 
Die Technik der Fluoreszenzmarkierung lebender Zellen bietet die Möglichkeit, 
Zellwanderung und –entwicklung in vitro und in vivo zu beobachten. Der grüne 
Fluoreszenzfarbstoff PKH67 der Firma Sigma, Taufkirchen, ist ein aliphatisches 
Chromomer, welches zwischen die Lipide der Zellmembran eingelagert werden kann 
(Anregungswellenlänge: 490 nm und Emissionswellenlänge: 504 nm). Laut Hersteller 
sind diese Fluoreszenzmarkierungen sehr stabil, so dass die Zellproliferation und das 
Teilungsverhalten der Zellpopulation anhand der Fluoreszenzintensität verfolgt 
werden können. Mit jeder Zellteilung verringert sich die Fluoreszenzintensität um die 
Hälfte im Vergleich zur Startfluoreszenz.  
Die Färbung ist keine Sättigungsfunktion, sondern abhängig von der Farbstoff- und 
Zellkonzentration. Ein Chromomerüberschuss führt zu Membraninstabiltät und zu 
Zellverlust. Da sich das optimale Verhältnis (Zellzahl-Farbstoffkonzentration) für 
jeden Zelltyp unterscheidet, ist es notwendig, in einem Vorversuch die optimalen 
Bedingungen zu bestimmen. Es wurde im Test schließlich eine Endkonzentration von 
2*10-6 mol*L-1 PKH 67 und eine Zellzahl von 1*107 c*mL-1 eingesetzt. Da die 
Untersuchung zur Zellteilung über einen Zeitraum von mehreren Tagen erfolgt, ist es 
wichtig, bei jeder Messung eine gefärbte Kontrollprobe zur Verfügung zu haben. Die 
Zellen dieser Probe sollten eine vitale, aber sich nicht-teilende Population sein. Diese 
Zellen wurden während des Untersuchungszeitraums im Kühlschrank bei 4°C 
gelagert. Nach der Anfärbung der Zellen (aus einer exponentiell wachsenden Kultur) 
wurden die Kulturen in T-Flaschen (25 cm2 Bodenfläche) mit frischem Medium 
überführt und bei 37°C im Brutschrank mit 100 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 (bzw. 
im Kühlschrank bei 4°C) inkubiert. Zellproben wurden nach verschiedenen Tagen 
entnommen und die Fluoreszenz flowzytometrisch detektiert.  
 
 
3.7.8 XTT-Aktivitätstest 
Das XTT-Testsystem beruht auf der Spaltung des gelbgefärbten Tetrazoliumsalzes 
XTT durch mitochondriale Dehydrogenasen lebender Zellen, wobei ein 
orangegefärbter Formazanfarbstoff entsteht, welcher linear mit der eingesetzten 
vitalen Zellzahl korreliert. Der Farbumschlag wird photometrisch bei 490 nm 
detektiert. 
Der XTT-Test wurde ursprünglich als nichtradioaktive Alternative für einen 
Cytotoxizitätsassay zur Bestimmung der Chemosensitivität von Tumorzellinien 
entwickelt. Der Test wird ebenfalls zur Quantifizierung von Zellproliferation und –
aktivierung (z.B. Wachstumsfaktoren) eingesetzt. 
Der Test wurde zur Bestimmung vitaler Zellzahlen während der Kultivierung in 
Mikrotiterplatten (96 well) angewendet. Es zeigte sich eine gute Korrelation der 
detektierten Extinktionen und der eingesetzten Zellzahlen (Abb. 3.4). Das XTT-
Testsystem lässt sich als Screening-System zur Untersuchung von Limitierungen und 
Inhibierungen verwenden. Während der Kultivierung (Inkubation der Platten bei 
37°C, 100 % Luftfeuchte mit 5 % CO2 angereicherter Luft) können Wachstumskurven 
aufgenommen und ausgewählte Medienkomponenten in Kulturüberständen 
quantifiziert werden. (Detailiertes Versuchsprotokoll: Diplomarbeit Katharina Abst, 
2001). 
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Abb. 3.5 XTT-Test: Abhängigkeit der vitalen Zellzahl von der Extinktion des 
umgesetzten Farbstoffs 
 
 
 
3.8 Kultivierungssysteme für tierische Zellen 
Die zur Kultivierung eingesetzten Gefäße und Reaktoren werden steril verwendet. 
Gewebekulturflaschen sind sterilisierte Einwegprodukte. Alle Spinner und Rührkessel 
werden vor dem Einsatz bei 121°C und 2 bar für 60 min in feuchter Atmosphäre 
autoklaviert. 
 
3.8.1 Gewebekulturflasche (T-Flasche) 
Gewebekulturflaschen bestehen aus Polystryol mit einem planen Boden, auf 
welchem Zellen wachsen können. Die verwendeten T-Flaschen enthalten eine 
Bodenfläche von 25 bzw. 75 cm2. Die Flaschen werden mit maximal 10 bzw. 30 mL 
Kulturlösung steril über einen Einfüllstutzen befüllt und im Brutschrank bei 37°C, 
wasserdampfgesättigter Luft und 5 % CO2 inkubiert. Der Gasaustausch ist diffusiv 
über einen Sterilfilter im Deckel der Einfüllöffnung gewährleistet. Für die Kultivierung 
der BHK-Zelllinie (MERCK) wurden T-Flaschen mit glatter Oberfläsche des Bodens 
verwendet. Die Adaptation (an serumfreie Suspensionsbedingungen) und 
Kultivierung der beiden BHK-Zelllinien (GBF) erfolgte in sogenannten T-Flaschen für 
Suspensionszelllinien. Die Oberfläche des Flaschenbodens ist werkseitig aufgeraut, 
so dass ein Anheften der Zellen erschwert wird. 
 
3.8.2 Spinner 
Spinnerflaschen stellen Standardkulturgefäße für Suspensionszellkulturen dar. Diese 
Gefäße bestehen aus Glas. Sie enthalten einen Glasstab, der oben beweglich 
aufgehängt ist und der sich nach unten in eine gläserne Kugel erweitert, in welcher 
sich ein Magnet befindet. Im oberen Deckel sind 2-3 Sterilfilter befestigt 
(Porendurchmesser: 0,2 µm), die einen Gasaustausch gewährleisten. Im oberen 
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Drittel der Flasche befinden sich schräg abgehende Stutzen, durch die der Spinner 
mit Kulturlösung befüllt und Probenahmen vorgenommen werden können. Die 
Spinnerflaschen werden im Brutschrank (37°C, 100 % Luftfeuchtigkeit, 5 % CO2) auf 
einer Magnetrührplatte inkubiert. Es wird eine Rührerdrehzahl von 30 rpm eingestellt, 
um eine Durchmischung der Kultur zu erreichen und Aggregatbildung zu vermeiden. 
Aufgrund des rein diffusiven Gaseintrags sollte das Arbeitsvolumen ein Drittel des 
füllbaren Gefäßvolumens nicht überschreiten (ein halbes Gefäßvolumen entspricht 
dem max. Arbeitsvolumen). 
 
 
 
 
Abb. 3.6 Spinnerflasche: linker Stutzen mit pO2-Elektrode, rechter Stutzen mit 
pH-Elektrode, oberer Stutzen mit Deckel zur Probenahme, Deckel mit 
Begasungschlauch und sterilen Luftfiltern 
 
3.8.3 Parallele Spinner Kultivierungsanlage 
Die parallele Kultivierung von Suspensionszellen ist in Spinnerflaschen unter 
kontrollierten Bedingungen in einer Anlage Cellferm®-pro der Firma DASGIP AG, 
Jülich, realisiert. Dieses System besteht aus vier 1 L-Spinnerflaschen 
(Arbeitsvolumen 250-500 mL). An jedem Spinner befinden sich im unteren Drittel der 
Flasche zwei schräg abgehende Stutzen, in welche eine pH- und eine pO2-Elektrode 
eingelassen werden kann (Abb. 3.6). Im oberen Bereich enthält jeder Spinner zwei 
weitere Stutzen, die zur Befüllung mit Medium und Inokkulum sowie zur 
Probenentnahme genutzt werden können. Im Deckel ist der Glasrührer über einen 
Silikonschlauch beweglich aufgehängt und so wird durch den Deckel und den 
Rührstab eine Medienzufuhr ermöglicht. Die Austrittsöffnung befindet sich oberhalb 
der Glaskugel, so dass Medium bei geeignetem Arbeitsvolumen direkt in die 
Kulturlösung eingebracht werden kann. Die Zuführung der Gasversorgung über 
diesen Eingang erlaubt einen Frischgaseintrag direkt über der Flüssigkeitsoberfläche 
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(Arbeitsvolumen muss dann kleiner sein als 350 mL). Die Begasung erfolgt für jeden 
Spinner getrennt über sterile Zuluftfilter (Porendurchmesser: 0,2 µm) via Diffusion 
aus dem Headspace in die Kulturflüssigkeit. Die Gesamtflussrate und die 
Zusammensetzung der Zuluftgase Luft, N2, O2, und CO2 wird für jedes Kulturgefäß 
getrennt über Massflow-Ventile der Gasmischstation gesteuert. Die Spinnergefäße 
werden über eine Magnetrührerplatte durchmischt. Alle Kulturgefäße befinden sich 
zwecks Temperierung in einem Brutschrank (Abb. 3.6 und 3.7). 
 
 
 
 
Abb. 3.7 Parallele Spinner Kultivierungsanlage mit Dosiereinheit für 
Medienzufütterung 
 
Die Datenerfassung erfolgt mittels eines Prozessrechners, der während der 
gesamten Prozesszeit die pH- und pO2-Werte und die Zusammensetzung der Zuluft 
für jedes Kulturgefäß getrennt aufzeichnet. Gelöstsauerstoffkonzentration und pH-
Wert können für jeden einzelnen Spinner auf vorgegebene distinkte Werte oder 
entsprechende Profile während des Prozesses geregelt werden. Die 
Gaszusammensetzung (Luft, N2 und O2) der Zuluft ist die Regelgröße des pO2-
Wertes, während der pH-Wert mittels des CO2-Anteils im Zuluftstrom geregelt wird. 
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Abb. 3.8 Cellferm®-pro-Anlage: links: 4 Spinnerflaschen auf Magnetrührer im 
Brutschrank, mitte: Steuerung des Magnetrührers, Gasmischstation, 
Verstärkermodul für Messelektroden, rechts: Prozessrechner mit 
Datenaufzeichnung und graphischer Darstellung 
 
Mit Hilfe der gemessenen Gelöstsauerstoffkonzentration in der Kulturlösung und den 
Werten der Gaszusammensetzung in der Zuluft ist es bei bekanntem kLa-Wert 
möglich die Sauerstoffaufnahmerate (OUR = oxygen uptake rate) zu berechnen. So 
kann ein online-Wert aufgezeichnet und graphisch dargestellt werden. Für diese 
Berechnung wird angenommen, dass bei hohem Gesamtgasfluss (2,5-5,0 L*h-1) der 
O2-Anteil in der Zuluft mit dem Anteil im Headspace des Kulturgefäßes und dem O2-
Anteil in der Abluft näherungsweise übereinstimmt. Unter dieser Voraussetzung wird 
der OUR-Wert im Wesentlichen aus der Differenz des Sauerstoffpartialdrucks im 
Headspace und des Sauerstoffpartialdrucks in der Lösung bestimmt. Die Schätzung 
der Sauerstoffaufnahmerate gibt während der Kultivierung ein sensitives Signal für 
die Vitalität und die metabolische Aktivität der Zellen, kann jedoch auch genutzt 
werden als Indikator für die Substratfütterung bei fedbatch oder kontinuierlicher 
Kultivierungsstrategie. Dieses als „metabolic activity monitoring“ bezeichnete 
Werkzeug wurde in einem Evaluierungsprojekt mit der Firma DASGIP im Rahmen 
dieser Arbeit erarbeitet und entwickelt. 
 
3.8.4 Rührkessel 
Die Fermentationen wurden in einem 2 L-Rührreaktor (1 L Arbeitsvolumen) und in 
einem 5 L-Rührkessel (2 L Arbeitsvolumen) durchgeführt. Beide Reaktorsysteme 
sind von der Firma Applikon, Knüllwald-Remsfeld. Sie wurden kontinuierlich im 
offenen Chemostaten und in perfusiver Verfahrensweise mit verschiedenen 
Zellrückhaltesystemen betrieben. 
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3.8.2.1 Rührkessel ohne Zellrückhaltung (offener Chemostat) 
 
 
Abb. 3.9 Rührreaktorsystem zur Fermentation im offenen Chemostatbetrieb. 
A: Mediumvorratsflasche, B: Inokulumsgefäß, C: Gasmischstation, 
D: Begasungskorb, E: Abluftkühlung, F: Abgas-analytik, 
G: Ernteflasche, M: Antriebsmotor. 
Die Beschriftung der MSR-Einheiten (Messen, Steuern, Regeln) erfolgt 
nach DIN 19227: T (Temperatur), F (Durchfluss), Q (zu definierende 
Qualitätsgröße), I (Anzeige), R (Registrierung), C (selbsttätige 
Regelung). 
 
Aufbau: 
Der Rührreaktor wird mittels einer oben angetriebenen Rührerwelle mit 
Schrägblattrührer durchmischt. Eine Einstabmesskette nimmt den pH-Wert auf und 
mittels einer Clark-Elektrode wird die Gelöstsauerstoffkonzentration gemessen. Das 
gelöste CO2 wird mittels einer pCO2-Messelektrode YSI 8500 (Yellowsprings) erfasst. 
In einer Messkapsel gelangt das Kohlendioxid über eine für CO2 selektive Membran 
in eine mit Schicht mit einem Fluoreszenzfarbstoff. Das CO2 bewirkt aufgrund eines 
pH-shifts eine Farbverschiebung des Fluoreszenzfarbstoffs. Über einen Lichtleiter 
wird mittels eines Lasersignals die Intensitätsverschiebung detektiert, welche mit der 
gelösten CO2-Konzentration korreliert. 
Die Begasung mit Luft, N2 ,O2 und CO2 erfolgt mittels Massflow-ventilen, welche 
manuell über eine Gasmischstation angesteuert werden. Die Zuluft wird über zwei 
sterile Luftfilter (Porendurchmesser: 0,2 µm) in den Reaktorraum und dort durch 
einen nicht verstärkten Silikonschlauch (Länge: l = 5 m, Wandstärke: s = 0,3 µm, 
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Innendurchmesser: di = 4,0 mm, Austauschfläche: A = 629 cm2) geleitet. Ein 
Begasungskorb stützt den Silikonschlauch, welcher in die Suspension eintaucht und 
einen diffusiven Gasaustausch über die Silikonwandung erzielt. Die Zuluftgase 
entweichen am Ende des Silikonschlauches in den Headspace und werden über 
einen sterilen wassergekühlten Abluftfilter (Porendurchmesser 0,2 µm) abgeleitet. 
Die Abluft gelangt durch einen Maprenschlauch (verhindert diffusiven Gasaustausch 
mit der Umgebungsluft) bei Raumtemperatur in die Messeinrichtung der 
Abgasanalytik (Servomex). In dem Analysegerät ist die Infrarotmesszelle für die CO2-
Messung (Messbereich: 0 -5 % CO2) und die paramagnetische 
Sauerstoffmesseinrichtung (Messbereich: 0 - 100 % O2) in Serie geschaltet 
(Meßprinizip s. Anhang). 
Eine Medienvorratsflasche, ein Inokulumsgefäß und eine Ernteflasche sind über 
Silikonschläuche mit dem Reaktor verbunden. Über dampfsterilisierbare Kupplungen 
sind ein Nachfüllen der Medienflasche und ein Entleeren des Erntegefäßes möglich. 
Mittels Schlauchpumpen (Watson-Marlow) ist die Zulauf- und Ablaufrate einstellbar. 
Die Probenahme ist aus dem Reaktorinnenraum mittels eines kleinen 
Probenahmegefäßes möglich, welches über der Flamme steril gewechselt werden 
kann.  
Der Reaktor wird mittels eines externen Wasserbads (Lauda) über einen 
Doppelmantel temperiert.  
Die Datenübertragung (pH-Wert, pO2, pCO2) erfolgt über Messverstärker und A/D-
Wandler-Karte (SMP-Interface) an den Prozessrechner. Die Datenaufnahme wird 
zunächst durch das Programm Medusa 2.0 (Forschungszentrum Jülich, IBT 2) und 
nach Etablierung mit dem kommerziellen Programm Labview® (National 
Instruments) gewährleistet. Die Daten werden während der gesamten Versuchszeit 
erfasst und in einer Taktfrequenz von 5 min gespeichert. Mit Hilfe von Labview® 
werden zusätzlich die Anteile der Zuluftgase und der O2- und CO2-Anteile in der 
Abluft aufgenommen. Die Abluftkonzentrationen wird mittels einer Relaisschaltung 
von zwei Reaktoren in einer Taktfrequenz von 2 min gemessen und die Daten 
aufgenommen und gespeichert. 
 
Sterilisation: 
Nach dem Aufbau des Reaktorsystems werden alle Elektroden gereinigt und 
gewartet. Die pH-Elektrode wird mit Standardpufferlösungen (pH 4,0 und pH 7,0) 
kalibriert. Die gesamte Anlage wird mit Wasser befüllt und unter 
Prozessbedingungen betrieben. Dadurch werden alle Schläuche und Einbauten 
befeuchtet und eine Dichtigkeitstest ausgeführt. Die Anlage wird wieder geleert bis 
auf kleine Restvolumina in den Perepheriegeräten und im Reaktor verbleibt so viel 
Wasser, dass ein Eintauchen der messsensitiven Teile der Elektroden in der 
Flüssigkeit gewährleistet ist (Mindestfüllhöhe). Alle Elektrodensteckverbindungen und 
sämtliche Luftfilter werden in Alufolie verpackt, um ein Eindringen von Wasser nach 
dem Autoklavieren zu verhindern. Der Reaktor wird für 2 h bei 121°C und 2 bar mit 
Dampf sterilisiert. 
 
Befüllen und Steriltest: 
Nach dem Autoklavieren wird das Kondensat vollständig in die Ernteflasche 
überführt. Mittels einer bedampfbaren Sterilkupplung wird ein Medienfilter an die 
Medienvorratsflasche angeschlossen. Ist die Sterilfiltration des Mediums beendet, 
kann der Filter wieder abgekoppelt und regeneriert werden. Alle Schläuche und 
Gefäße werden mit Medium gespült und der Reaktor auf Mindestfüllhöhe mit Medium 
gefüllt. Die Temperierung wird gestartet (37°C), die Elektroden angeschlossen und 
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der Rührer mit 200 rpm angeschaltet. Die Begasung wird auf 90 % Luft und 10 % 
CO2 mit einem Gasvolumenstrom von 5 L*h-1 eingestellt. Die Anlage wird ohne 
Zellzugabe 72°h in einem Steriltest betrieben. 
 
Inokulierung und Fermentation: 
Nach dem Steriltest wird die pCO2-Elektrode bei 10 % CO2 kalibriert und die 
Gaszusammensetzung auf 100 % Luftsättigung geändert. Nach Erreichen eines 
stationären Sättigungswertes wird die pO2-Elektrode kalibriert. Die 
Nullpunktkalibration beider Messketten ist werkmäßig bereits voreingestellt. Mit 
entsprechenden Gaseinstellungen kann auch die Abgasanalytik kalibriert werden. 
Dies ist jedoch auch später jederzeit noch möglich, da sich die Analytikeinheit auf der 
insterilen Seite des Reaktorsystems befindet.  
Nach dem Entleeren des Mediums aus dem Steriltest in die Ernteflasche wird 
frisches Medium in den Reaktor gefüllt. 
Eine sterile Inokulumsflasche wird mit dem Inokulum befüllt und unter der Sterilbank 
mit dem entsprechenden Gefäß gewechselt. Das Inokulum wird über den 
Medienzulauf möglichst ohne Pumpaktivität nur mitttels hydrostatischen Drucks in 
den Reaktor laufen gelassen (Vermeidung von Zellschädigung durch die Pumpen). 
Die minimale Inokulumsdichte von 1-2*105 vc*mL-1 muss erreicht werden. Die Zuluft 
wird so eingestellt, dass etwa ein pO2-Wert von 50 % (Luftventil mit N2-Zugabe) und 
ein pH-Wert von 7,2 erreicht werden kann (CO2-Ventil). Die Kultur wird nach einigen 
Tagen im batch-Betrieb bei Erreichen einer Zelldichte von 5-6*105 vc*mL-1 in den 
offenen Chemostatbetrieb geführt. Die Durchflussrate wird zunächst auf einen Wert 
von 0,010 h-1 und dann nach einigen Tagen auf 0,020 h-1 erhöht. Die 
Zuluftzusammensetzung wird manuell entsprechend dem Sauerstoffverbrauch und 
der Kohlendioxidproduktion der Zellen angepasst. CO2 und N2 werden entsprechend 
reduziert. Sobald keine Stickstoffzugabe mehr erforderlich kann zusätzlich O2 in die 
Zuluft zudosiert werden.  
 
Reinigung: 
Nach der Beendigung der Fermentation wird der Reaktor vollständig entleert und die 
gesamte Anlage im geschlossenen Zustand einer mehrstündigen Behandlung mit 
einmolarer NaOH unterzogen. Es muss gewährleistet sein, dass sich Zellreste und 
Proteinbeläge von allen Oberflächen lösen. Die NaOH-Lösung wird gesammelt und 
das gesamte System mit Wasser gespült. Auch diese Fraktion wird gesammelt. Alle 
Spüllösungen und das Reaktorsystem werden bei 121°C, 1 h und bei 2 bar Druck 
autoklaviert. Erst jetzt kann das System geöffnet werden. 
Da in dem Reaktorsystem GVO’s eingesetzt werden, ist Aerosolbildung zu 
vermeiden und alle Gefäße und Lösungen, die mit Zellsuspension in Kontakt 
gekommen sind, müssen vor Entsorgung bei 121°C 1 h bei 2 bar autoklaviert 
werden. 
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3.8.2.2 Rührkessel mit Zellrückhaltung 
Bei den kontinuierlich betriebenen Fermentationen mit Zellrückhaltung (Perfusion) 
wurde ein interner Spinfilter (2L-Rührreaktor) und ein Ultraschallmodul Biosep-A® 
der Firma Applikon (5L-Rührreaktor) angewendet. 
 
Zellrückhaltung mit internem Spinfilter 
 
 
Abb. 3.10 Rührreaktoranlage mit Zellrückhaltung durch internen Spinfilter. 
A: Mediumvorratsflasche, B: Inokkulumsgefäß, C: Gasmisch-station, 
D: Begasungskorb, E: Abluftkühlung, F: Abgasanalytik, G: Ernteflasche 
des Bleedstromes ohne Zellrückhaltung, H: Ernteflasche des zellarmen 
Erntestroms, I: Spinfilter, M: Antriebsmotor, 1: zellarmer Erntestrom, 
2: Bleed-Strom ohne Zellrückhaltung 
 
 
 
Aufbau: 
Der grundsätzliche Aufbau des Reaktorsystems unterscheidet sich zu dem unter 
Abschnitt 3.8.2.1 beschriebenen in einigen Erweiterungen.  
Auf die Rührerwelle ist ein Spinfilter mit 75 µm Porengröße montiert, welcher mit der 
Rührgeschwindigkeit rotiert. Aus dem Innenraum des Spinfilters ist ein zusätzlicher 
Abfluss, über den mit einer Schlauchpumpe Kulturlösung (Perfusionsablauf) 
abgepumpt wird. Hinter der Pumpe ist eine weitere Probenahmeeinheit, die zur 
Überprüfung der Perfusionseffizienz dient.  
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Fermentation: 
Im Unterschied zur chemostatischen Betriebsweise (s. Abschnitt 3.8.2.1) ist hier die 
Durchflussrate so anzupassen, dass einerseits eine effiziente Zellrückhaltung 
erreicht wird und andererseits der erhöhte Verbrauch der gestiegenen Zelldichte 
ausgeglichen wird (z.B. bei einer glutaminostatischen Fahrweise).  
 
Alle übrigen Schritte sind analog zu der in Abschnitt 3.8.2.1 beschriebenen 
Verfahrensweise. 
 
 
Abb. 3.11 Foto des Rührreaktors mit Zellrückhaltung durch internen Spinfilter 
 
 
Zellrückhaltung mit Ultraschall 
Das Reaktorsystem mit dem Ultraschallzellrückhaltesystem einige Erweiterungen im 
Vergleich zu dem unter Abschnitt 3.8.2.1 dargestellten Aufbau. Die Zellen werden in 
einem Kreislauf aus dem Reaktor durch einen Pumpenschlauch in die 
Separationskammer unterhalb der Ultraschallkammer und durch ein Fallrohr wieder 
in den Reaktor gepumpt. Diskontinuierlich wird in der Kammer ein Resonanzfeld mit 
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von etwa 2 MHz erzeugt, in welchem die Zellen zurückgehalten werden, während 
gleichzeitig eine Erntepumpe Kulturlösung oberhalb des Feldes abpumpt. Während 
der Pausen können die Zellen sedimentieren und gelangen mit dem Kreislauf wieder 
in den Reaktor zurück. 
In der Kammer wird ein stehendes akustisches Feld erzeugt, dessen Frequenz 
(ca. 2 MHz) automatisch von der Gerätesteuerung in Abhängigkeit von der Zelldichte 
angepasst wird. Die Zellen wandern zunächst in die Bereiche der Wellenbäuche ein 
und verbleiben dann in den Regionen mit der höchsten akustischen Amplitude, wo 
sie lose Aggregate bilden. Periodisches Abschalten der Resonanz und der 
Erntepumpe lässt die Zellen absinken erlaubt eine Rückführung in den Reaktor. Die 
Eingangsleistung des akustischen Filters wird eingestellt auf 5 W. 
Eine Probenahmeeinheit hinter der Erntepumpe ermöglicht die Bestimmung der 
Rückhalteeffizienz.  
Die Verfahrensweise wird wie unter Abschnitt 3.8.2.1 und 3.8.2.2 beschrieben 
durchgeführt.  
 
 
 
Abb. 3.12 Rührreaktorsystem mit Zellrückhaltung durch Ultraschall. 
A: Mediumvorratsflasche, B: Inokulumsgefäß, C: Gasmischstation, 
D: Begasungskorb, E: Abluftkühlung, F: Abgasanalytik, G: Ernteflasche 
des Bleedstromes ohne Zellrückhaltung, H: Ernteflasche des zellarmen 
Erntestroms, I: Ultraschallkammer, J: Steuereinheit des Ultraschallfelds 
und der Ablaufpumpe, M: Antriebsmotor, 1: zellarmer Erntestrom, 
2: Kreislaufstrom, 3: Bleed-Strom ohne Zellrückhaltung 
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Abb. 3.13 Aufbau der Ultraschallzellabtrennung [Ryll et al., 2000] 
 
 
 
Abb. 3.14 Foto des Ultraschallmodules bei der Zellabtrennung. Die vertikalen 
Linien bestehen aus Zellen, die im Ultraschallfeld zurückgehalten 
werden. 
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4. Ergebnisse 
 
4.1 Voruntersuchungen 
 
4.1.1 Produktcharakterisierung 
Bei der rekombinanten Herstellung von pharmazeutisch hochwirksamen Proteinen 
kommt es nicht ausschließlich auf die maximal erreichbare Produktkonzentration an, 
sondern auf die biologisch aktive Form des Proteins und damit auf die 
Produktqualität. Dies umfasst Untersuchungen zur Sekretion (mögliche intrazelluläre 
Produktanreicherung), der Stabilität in Kulturüberständen während der Fermentation 
(vor allem in Satzkultivierungen) und der potentiellen biologischen Wirksamkeit, 
welche eine korrekte Proteinbildung, -faltung und evtl. Glykosylierung umfasst. 
4.1.1.1 Intrazelluläre Produktanreicherung 
Während batch-Kultivierungen wurde beobachtet, dass mit Eintritt in die stationäre 
Wachstumsphase und die Absterbephase erst ein deutlicher Anstieg der 
Produktkonzentration in Kulturüberstandsproben quantifiziert werden konnte. 
Möglicherweise wird das Produkt in diesen Phasen besonders deutlich produziert 
oder das rekombinante Protein unterliegt einer Transportlimitierung, so dass es 
durch die Zelllyse verstärkt zur Freisetzung von Fusionsprotein kommt.  
 
 
Tab. 4.1 Probenahmen mit intrazellulärer Produktkonzentrationsbestimmung 
 
Zeit [h] 73,3 143,3 288,5 
vc (opt.) [mL-1] 3,05*105 5,83*105 0,0 
Vit. [%] 95,3 91,8 0,0 
tc (Casy) [mL-1] 4,02*105 6,38*105 5,10*105 
totales Vc [mL] 2,75*10-3 4,81*10-3 1,72*10-3 
cProdextra [µg*mL-1] 0,0 8,5 18,7 
cProdintra* [µg*mL-1] +/- 0,0 179,8 0,0 
cProdintra** [µg*mL-1] 0,0 0,85 0,0 
 
cProdextra:  extrazelluläre anti-EGFR-IL2-Konzentration pro mL Kulturüberstand 
cProdintra*:  intrazelluläre anti-EGFR-IL2-Konzentration je Einzelzelle 
cProdintra**:  intrazelluläre anti-EGFR-IL2-Konzentration der gesamten Zellen pro mL Kultur-
suspension 
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Abb. 4.1 Zellzahl und Produktkonzentration (oben) und Vitalität (unten) während einer batch-
Kultur. Probenahmezeitpunkte (1-3) mit intrazellulär quantifizierter rekombinanter 
Proteinkonzentration. 
 
Um diese Erklärungsansätze zu überprüfen, wurden während einer batch-Kultur aus 
der exponentiellen Wachstumsphase (72,3 h, Abb. 4.1 (1)), der frühen 
Absterbephase (143,3 h, Abb. 4.1 (2)) und am Ende der Absterbephase (288,5 h, 
Abb. 4.1 (3)) jeweils 50 mL Probe entnommen. Die abgetrennten Zellen wurden in 
5 mL H2O bidest. resuspendiert und mittels Ultraschall aufgeschlossen. Die 
intrazelluläre anti-EGFR-IL2-Proteinkonzentration des Zelllysates wurde bestimmt 
(Tab. 4.1). 
In den Zellproben während der exponentiellen Wachstumsphase und zum Ende der 
Absterbephase konnte keine intrazelluläre rekombinante Proteinkonzentration 
nachgewiesen werden. In der Übergangsphase bzw. frühen Absterbephase wurde 
eine intrazelluläre Produktkonzentration von 179,8 µg*mL-1 pro Zelle gemessen 
werden. Wenn zu diesem Zeitpunkt während des Wachstumsverlaufes alle Zellen, 
die in einem Milliliter der Kultursuspension enthalten sind, lysiert wären, dann ergibt 
sich eine anti-EGFR-IL2-Konzentration von 0,85 µg*mL-1 in der Kulturlösung. Dieser 
intrazelluläre Anteil und der zu diesem Zeitpunkt der Kultivierung gemessenen 
extrazellulären Produktkonzentration (8,5 µg*mL-1) ergeben eine Fusionsprotein-
konzentration (9,45 µg*mL-1), die deutlich geringer ist als die im Sättigungsbereich 
1 2 3 
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der Kultur gemessenen Produktkonzentration (18,7 µg*mL-1). Eine intrazelluläre 
Produktanreicherung mit der Freisetzung erst durch die in der Absterbephase 
verstärkt einsetzende Zelllyse reicht nicht aus, um den hohen Produkttiter erklären zu 
können. 
Die Auftragung der spezifischen Wachstumsrate über der spezifischen 
Produktbildungsrate zeigt, dass bei einer negativen Wachstumsrate erst die 
maximale Produktbildung erreicht wird (Abb. 4.2). 
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Abb. 4.2 Abhängigkeit zwischen spezifischer Wachstumsrate und spezifischer 
Produktbildungsrate in einer Satzkultur (0-263 h der Kulturdauer).  
 
4.1.1.2 Produktqualität 
Eine wesentliche Voraussetzung für die Prozessentwicklung ist, die Überprüfung der 
Produktqualität während einer ansatzweisen Kultivierung. Das Protein kann 
Degradationserscheinungen unterliegen, die einerseits durch die 
Kultivierungsbedingungen (Temperatur) und andererseits durch Proteasen (z.B. aus 
lysierten Zellen) zu postsekretorischen Modifikationen führen können. Die 
Quantifizierung der anti-EGFR-IL2-Konzentration in Kulturüberständen mittels 
Affinitätschromatographie, bei der der Fc-Teil des Antikörpers an die Säulenmatrix 
gebunden wird, ist sicher gestellt, dass IL2 (C-terminal) und Antikörper (N-terminal) 
translatiert und sekretiert wurde. Die Kalibration mit Fusionsprotein als Standard stellt 
zudem sicher, dass der Antikörperanteil vollständig ist. Kulturüberstandsproben aus 
einer batch-Kultivierung wurden in einer SDS-Gelelektrophorese (unter 
denaturierenden und reduzierenden Bedingungen) analysiert (Abb. 3.2). 
Die als Standardprotein (anti-EGFR-IL2) genutzte Probe wurde zu hoch konzentriert 
in der Gelelektrophorese eingesetzt, so dass die beiden benachbarten Proben mit 
dem Protein „kontaminiert“ waren. Ein weiterer Effekt ist neben der Dicke der Bande 
eine zweite Proteinbande bei etwa 180 kD, die wahrscheinlich noch nicht reduziertes 
bzw. nicht denaturiertes Protein darstellt. Ebenfalls die Bande mit einem 
72  4. Ergebnisse 
Molekulargewicht von etwa 111 kD, die vielleicht ebenfalls nicht vollständig 
denaturiertes Protein enthalten könnte.  
 
 
 
 
Abb. 4.3 SDS-Gelelektrophorese von Kulturüberstandsproben. Links: Molekulargewichts-
angaben des Proteinmarkers (M) in der ersten Spalte. Zweite Spalte: Als Standard 
eingesetztes anti-EGFR-IL2-Protein (ST). Dritte und Vierte Spalte: 
Kulturüberstandsproben aus einer batch-Kultivierung nach 143 h und 480 h (65 % der 
Konzentration). Rechts: mögliche Zuordnungen der Banden nach dem 
Molekulargewicht.  
 
Das Proteingel zeigt bei der Probe nach 143 h Kulturdauer (frühe Absterbephase) 
nur sehr geringe Bandenstärken von Proteinen, die entweder als Produktfragmente 
oder als andere Proteine (z.B. Zellproteine der lysierten Zellen) gedeutet werden 
können. Die Produktreinheit ist zu diesem Zeitpunkt der Kultur sehr hoch. Die Probe 
nach 480 h Kultivierungsdauer (Ende dieser Kultur nach langer Inkubationszeit) lässt 
Banden erkennen, deren Proteine ein größeres Molekulargewicht als die schwere 
Kette mit IL2 haben, und Multimere des Produktproteins sein können. Eine 
Multimerbildung ist nach Erfahrungen der Firma Merck bekannt vor allem des IL2-
Anteils. Die Banden mit kleineren Molekulargewichten sind im Vergleich zu der Probe 
nach 143 h stärker geworden. Die SDS-Gelelektrophorese erlaubt keine eindeutige 
Aussage darüber, ob es sich bei den Banden um Produktproteinanteile oder um 
Zellproteine handelt. Für eine gute Produktstabilität spricht, dass sogar nach einer 
Inkubation der Kultur von insgesamt 480 h bei 36,5°C die stärkste Bande noch 
Produktprotein ist. 
4.1.1.3 Biologische Aktivität des Produktes 
Für die spätere Einsatzfähigkeit eines potentiellen Pharmawirkstoffes ist die 
biologische Wirksamkeit und damit die biologische Aktivität von entscheidender 
Bedeutung. Der IL2-Anteil des Fusionsproteins soll in vivo zytotoxische T-Zellen 
aktivieren. Das Interleukin IL2 hat eine entscheidende Bedeutung für die Stimulation 
IgG-IL2 
unb.Frag. 
hc + IL2 
Multimere 
lc 
200 kD 
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der T-Zellen. Dies zeigt sich in einer verstärkten Bildung und Repräsentation des T-
Zellrezeptors auf der T-Zelloberfläche. 
 
Abb. 4.4 Flowzytometrische Analyse der Zellproben nach der Stimulation (oben) und nach der 
3-tägigen Proliferation (unten). Ansatz ohne IL2 (neg. Kontrolle), mit käuflichem IL2 
(pos. Kontrolle) und Kulturüberstand (anti-EGFR-IL2). 
CD 3: Oberflächenmarker aller T-Zellen, CD 8: Oberflächenmarker der cytotoxischen 
T-Zellen, CD 4: Oberflächenmarker der T-Helferzellen, CD 25: IL2-Rezeptor, CD 56: 
Oberflächenmarker der Natürlichen Killerzellen (NK) 
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Die parallel laufenden Arbeiten von Hermann Bohnenkamp (Arbeitgruppe Zellkultur, 
IBT 2), die sich mit der Untersuchung von T-Zellen befassen, machten es möglich, 
die Präsentation von T-Zellrezeptoren auf T-Zellen mit dem Fusionsprotein (IL2-
Anteil) zu quantifizieren. Zunächst wurden sog. PBMC’s polyklonal stimuliert (98 h), 
um Proliferation und Differenzierung zu induzieren (Diplomarbeit Hermann 
Bohnenkamp, 2001). Ein Ansatz wurde ohne IL2 kultiviert. Einer zweiten Kultur 
wurde ein käufliches IL2 (20 ng*mL-1) zugegeben, während dem dritten Ansatz 
sterilfiltrierter Kulturüberstand einer batch-Kultivierung (20 ng*mL-1, Quantifizierung 
mittels Antikörper-HPLC) hinzugefügt wurde. Aus allen drei Kulturen wurden 
Zellproben entnommen, die Zellzahl bestimmt und einer flowzytometrischen Analyse 
unterzogen. Die Zellen wurden dann jeweils 1:10 verdünnt und in T-Flaschen 
(25 cm2) weiterkultiviert. Nach 72 h wurde erneut in Zellproben die Zellzahl bestimmt 
und die Zellen flowzytometrisch untersucht.  
Abb. 4.5 Vitale Zellzahlen der T-Zellproliferation nach erfolgter Stimulation ohne IL2 (neg. 
Kontrolle), mit käuflichem IL2 (pos. Kontrolle) und mit Kulturüberstand (anti-EGFR-IL2) 
 
Deutlich erkennbar ist, dass die T-Zellen nur mit IL2 in der Lage sind zu proliferieren 
(Abb. 4.5). Die Stimulation des T-Zellrezeptors kann auch durch Selbstinduktion 
erfolgen, da die T-Zellen auch selbst in der Lage sind, IL2 zu bilden. Das IL2 des 
Fusionsproteins hat auf die T-Zellen die gleiche Wirkung wie das kommerziell 
erhältliche Interleukin in bezug auf die Stimulation und Proliferation, denn beide 
Ansätze zeigen nahezu die gleiche Zellzahlzunahme, während die Zellzahl in der 
Negativkontrolle ohne IL2 abnimmt. Die flowzytometrische Analyse zeigt, dass durch 
die Stimulation hauptsächlich T-Helferzellen und ein geringer Anteil cytotoxische T-
Zellen aktiviert werden. Der T-Zellrezeptor ist bereits nach der Stimulationsphase in 
den beiden Ansätzen mit käuflichem IL2 und dem Kulturüberstand (anti-EGFR-IL2) 
tendenziell verstärkt gebildet worden. Die Unterschiede in der Präsentation des IL2-
Rezeptors in diesen Ansätzen im Vergleich zu der Negativkontrolle sind jedoch 
signifikant erkennbar nach der Proliferationsphase. Auch hier verhalten sich die 
Positivkontrolle und der Ansatz mit dem Kulturüberstand ähnlich. Die biologische 
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Wirksamkeit ist des IL2, welches als Fusionsprotein von den rekombinanten BHK-
Zellen gebildet wird, ist durch diesen in vitro Test gut belegt. 
4.1.2 Zellproliferation 
Die Proliferationsfähigkeit einer wachsenden Kultur ist von essentieller Bedeutung 
vor allem in kontinuierlichen Fermentationsverfahren. Eine Anreicherung von sich 
nicht teilenden, jedoch noch lebenden Zellen würde besonders für die 
Stoffflussanalytik sehr nachteilige Auswirkungen haben, da 13C-Markierungen des 
Substrates nur bei sich teilenden Zellen in die Biomasse eingebaut wird. 
Zur Untersuchung wurde die Zellmembran mit dem Fluoreszenzfarbstoff (PKH 67) 
angefärbt und die Zellen kultiviert. Während mehrerer Generationen (insgesamt vier 
Generationen) wurden Zellproben entnommen und die Fluoreszenzintensität der 
Zellen mittels Flowzytometrie bestimmt.  
 
 
 
 
Abb 4.6 Fluoreszenzintensität nach Färbung der Zellmembran (0h, linke Spalte), nach 70 h 
(mittlere Spalte) und 120 h (rechte Spalte) Inkubation. Ungefärbte, sich teilende Zellen 
(Inkubation bei 37°C) dienten als Negativkontrolle (obere Reihe), die mit gefärbten, 
wachstumsgehemmten Zellen (Inkubation bei 4°C) als Positivkontrolle (mittlere Reihe) 
und gefärbten, wachsenden Zellen (Inkubation bei 37°C) verglichen wurden (untere 
Reihe). 
Neg.K. 
Pos.K. 
wachsend 
0 h 70 h 120 h 
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Mit jeder Zellteilung wird der in die Zytoplasmamembran eingelagerte Farbstoff an 
die Tochterzellen weitergegeben, so dass die Intensität mit jeder Generation bei sich 
teilenden, vitalen Zellen abnehmen sollte (im statistischen Mittel um die Hälfte pro 
Generation). Die Änderung der Fluoreszenzintensität kann nur bestimmt werden, 
wenn eine Positivkontrolle (vitale, sich nicht teilende Zellen mit der 
Fluoreszenzintensität der Ausgangspopulation) während des gesamten 
Beobachtungszeitraums zu Verfügung steht. Um die Bedingungen der 
Positivkontrolle zu gewährleisten, war es notwendig, den Zellzyklus der Zellen durch 
geeignete Methoden anzuhalten. Eine Zellzyklusarretierung mittels chemischer 
Agentien war nicht möglich, da diese Substanzen entweder eine sehr toxische 
Wirkung auf die Zellen hatten oder keinen Einfluss auf die Proliferation zeigten 
(s. Abschnitt 4.1.3). Die Lagerung der Zellen bei einer Temperatur von 4°C 
ermöglichte eine hinreichende Verzögerung des Zellzyklus, so dass trotz Abnahme 
der Vitalität zu jedem Probenahmezeitpunkt ein ausreichendes Zellaliquot zur 
Verfügung stand (Abb. 4.6 zweite Zeile). Es ist zu erkennen, dass nach 120h sich 
trotzdem eine Subpopulation von Zellen gebildet hat, die sich geteilt haben. 
Die Ergebnisse sind in Abb. 4.6 zusammengefasst. Um die Autofluoreszenz der 
Zellen auszuschließen, wurden als Negativkontrolle zu allen drei 
Probenahmezeitpunkten (Abb. 4.6 erste Zeile) Zellen aus einer wachsenden, 
ungefärbten Kultur entnommen und die Fluoreszenz bestimmt. Bei den Proben der 
wachsenden, gefärbten Kultur (Abb. 4.6 untere Zeile) ist nur ein Hauptpeak erkenn-
bar, der im Laufe Kultivierungszeit sich zu geringerer Fluoreszenz verschoben hat. 
4.1.3 Zellzyklus 
Die Untersuchung der Zellzyklusphasen im Verlauf einer batch-Kultivierung ist 
essentiell, da sich hieraus Ansätze für eine entsprechende Prozessführung ergeben 
können. 
Ein für die BHK21-Zelle (MERCK) typisches Verteilungsbild der Zellzyklusphasen 
(exponentielle Wachstumsphase) ist in Abb. 4.7 dargestellt. Auffällig ist hier der sehr 
große G2/M-Anteil (87 %) gegenüber dem sehr kleinen G1-Phasenanteil (10 %) der 
Zellpopulation. 
Abb 4.7 Zellzyklusphasenverteilung einer BHK-Zellprobe (MERCK) in der stationären 
Wachstumsphase aus einer batch-Kultivierung in einer Spinnerflasche unter 
Standardwachstumsbedingungen (37°C, 5 %CO2, 40 rpm). Modelanpassung der 
flowzytometrischen Messung. 
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Die Zellzyklusuntersuchung einer BHK-Referenzzelllinie (BHK-PYC) ergab eine 
„typische“ Phasenverteilung (Abb. 4.8) mit einem großen G1-Phasenanteil (61 %) 
und einem kleinen G2M-Phasenanteil von (22 %). Die Zellproben wurden jeweils aus 
der exponentiellen Wachstumsphase entnommen und mit demselben Protokoll 
aufgearbeitet und flowzytometrisch untersucht.  
 
 
Abb 4.8 Zellzyklusphasenverteilung einer BHK-Zellprobe (PYC, GBF) in der stationären 
Wachstumsphase aus einer batch-Kultivierung in einer Spinnerflasche unter 
Standardwachstumsbedingungen (37°C, 5 % CO2, 40 rpm). Modelanpassung der 
flowzytometrischen Messung. 
 
Zellzyklusphasenverteilung während einer batch-Kultur 
Während einer batch-Kultivierung (in Spinnerflaschen) der BHK21- (MERCK) und der 
BHK21-PYC-Zelllinie (GBF) wurden zu Beginn der Kultur, während der 
exponentiellen Wachstumsphase und in der Übergangsphase jeweils Zellproben 
entnommen und die Zellzyklusphasen flowzytometrisch analysiert. Für die BHK21-
Zelllinie (MERCK) konnte ein ungewöhnlich hoher G2/M-Phasenanteil bei gleichzeitig 
sehr geringem G1-Phasenanteil detektiert werden (Abb. 4.9 links). Dieses 
Verteilungsbild wurde nahezu unverändert in unterschiedlichen Wachstumsphasen 
einer batch-Kultur festgestellt.  
Im Vergleich zeigte sich für die BHK21-PYC- (GBF) und auch für die BHK21-pAG-
Zelllinie (GBF) jeweils deutlich unterschiedliche Zellzyklusphasenverteilungen 
(Abb. 4.9 mitte und rechts). Diese entsprechen beide den üblichen zu erwartenden 
Zellzyklusphasenverteilungen in Säugerzellen.  
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Abb 4.9 Zellzyklusphasenverteilung von BHK-Zellproben der BHK21- (MERCK) (links), der 
BHK21-PYC- (GBF) (mitte) und der BHK21-pAG-Zelllinie (GBF) (rechts) aus einer 
batch-Kultivierung in einer Spinnerflasche unter Standardwachstumsbedingungen 
(37°C, 5 %CO2, 40 rpm). Modelanpassung der flowzytometrischen Messung. 
 
Vergleich von adhärenten Zellen und Suspensionszellen in bezug auf die 
Zellzyklusphasenverteilung 
Untersuchungen der BHK21-Zellen (MERCK) im gerührten System (Spinnerflasche) 
und in ruhenden Kulturen (Gewebekulturflaschen) zeigten keine signifikanten 
Unterschiede hinsichtlich der Zellzyklusphasenverteilung.  
 
Einfluss von Serum auf die Zellzyklusphasenverteilung einer BHK-Kultur 
Die Zellen wurde mit verschiedenen Serumkonzentrationen (0, 2,5, 5 und 10 % FCS) 
in T-Flaschen kultiviert.  
Mit steigendem Serumgehalt in der Kulturlösung erhöhte sich der Anteil adhärent 
wachsender Zellen. Die Suspensionszellpopulation wurde getrennt von den 
adhärenten Zellen flowzytometrisch auf die Zellzyklusverteilung hin analysiert. Es 
zeigte sich keine signifikante Beeinflussung der Zellzyklusphasenverteilung. 
 
Untersuchungen zur Zellzyklusarretierung 
Der Zellzyklus kann durch die Wirkung von chemischen Agenzien in verschiedenen 
Phasen unterbrochen werden, so dass die Kultur nach Zugabe der Substanz 
spätestens nach einer Verdopplungszeit sich nahezu vollständig in einer 
Zellzyklusphase befinden sollte. Nach Aufhebung der Blockierung durch Entfernen 
der Arretierungssubstanz kann die gesamte Kultur synchron mindestens einen 
Zellzyklus durchlaufen. 
Es wurden zwei Substanzen, Hydroxyharnstoff (Abb. 4.10) und Thymidin, als 
Arretierungssubstanzen eingesetzt und die Zellzyklusphasenverteilung 
flowzytometrisch untersucht. 
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Abb 4.10 Zellzyklusphasenverteilung BHK-Zellproben der BHK21- (MERCK) nach Zugabe von 
Hydroxyharnstoff als Arretierungssubstanz aus einer Kultivierung in Spinnerflaschen 
unter kontrollierten Standardwachstumsbedingungen (37°C, pH 7,3, pO2 50 %, 
40 rpm). Modelanpassung der flowzytometrischen Messung. 
 
Hydroxyharnstoff ist ein Inhibitor der Ribonukleophosphatreductase, die für den 
Übergang in die S-Phase notwendig ist. Die Zellen werden mittels Hydroxyharnstoff 
in der G1-Phase arretiert. Aus einer exponentiell wachsenden Vorkultur in SMIF-6-
Medium wurde das Inokulum in Spinnerflaschen, welche SMIF-6-Medium mit 0, 0,5, 
1,5 und 3,0 mol*L-1 Hydroxyharnstoff versetzt waren, überführt. Die Zellen wurden 
unter kontrollierten pO2-, pH- und Temperaturbedingungen kultiviert (cellferm®pro-
Anlage). 
Die Ergebnisse der Untersuchung zeigten zwar, dass bei allen Ansätzen mit 
Hydroxyharnstoff eine Zunahme der G1-Phase bis etwa 22 h erfolgte, der G2/M-
Phasenanteil verringerte sich insgesamt jedoch nur wenig (von ca.85 auf etwa 80 %). 
Auffällig ist die nach etwa 22 h einsetzende nahezu gleichzeitige Zunahme des S-
Phasenanteils der Zellen nur in den Ansätzen, welche Hydroxyharnstoff enthielten.  
Da die Untersuchungen unter pO2- und pH-Wert geregelten Bedingungen 
durchgeführt wurden, konnte die Sauerstoffaufnahmerate bestimmt werden (OUR-
Schätzung der cellferm®-pro-Anlage). Ein deutlicher Anstieg des OUR ist nur in dem 
Ansatz ohne Hydroxyharnstoff während des Untersuchungszeitraums zu 
beobachten, die Sauerstoffaufnahme in den drei Spinnern mit Hydroxyharnstoff bleibt 
nahezu konstant während der Inkubationszeit [Diplomarbeit Thomas Kribben, 2001]. 
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Untersuchungen mit einem deutlichen Überschuss an Thymidin, welches als 
Substanz zur Arretierung des Zellzyklus in der G1/S-Phaseübergangs beschrieben 
ist, konnte ebenfalls keine signifikante Verschiebung der Zellzyklusphasenverteilung 
der BHK21-Zellen (MERCK) bewirken. 
4.1.4 Medienlimitierungen 
 
Vorversuche im batch-Verfahren 
Abb 4. 11 Wachstumskurven von batch-Kulturen in T-Flaschen unter Standardbedingungen 
(37°C, Luft mit 5 % CO2). SMIF-6-Medium (15 mmol*L-1 Glukose und 3 mmol*L-1 
Glutamin) wurde mit 30 mmol*L-1 Glukose bzw. 4 mmol*L-1 Glutamin zusätzlich 
versetzt und im Vergleich mit SMIF-6-Medium ohne Zusätze als Ausgangsmedium in 
parallelen Ansätzen eingesetzt. Zelldichte und Produktkonzentration (oben) und 
Glukose- und Laktatkonzentration (unten) im Verlauf der Kulturdauer. 
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Die Einflüsse der beiden wichtigsten C-Quellen, Glukose und Glutamin, auf 
Wachstum, Stoffwechsel (Umsatz) und Produktbildung wurden in Vorversuchen 
untersucht. SMIF-6 Medium enthält werkseitig bereits 15 mmmol*L-1 Glukose und 
5 mmol*L-1 Glutamin (laut Herstellerangaben, meist wurden jedoch bei 
Versuchseinsatz zwischen 3 und 4 mmol*L-1 nachgewiesen). Basierend auf dem 
Medium wurden supplementierte Medien angesetzt mit zusätzlichen 30 mmol*L-1 
Glukose bzw. zusätzlichen 4 mmol*L-1 Glutamin. 
Ansätze mit den Glukose- bzw. Glutamin-supplementierten Medien und SMIF-6-
Medium ohne Zusätze wurden jeweils mit 5*104 cv*mL-1 inokuliert und im Verlauf der 
batch-Kultur Proben entnommen. In den Aliquots wurde die Zelldichte bestimmt und 
Kulturüberstand für weitere Analysen eingefroren. Das Startvolumen in den T-
Flaschen betrug 30 mL. 
Bei den verschiedenen Ansätzen unterschieden sich die Wachstumsraten nicht 
signifikant, während und es zeigten sich nur geringe Unterschiede bei den maximal 
erreichten Zelldichten (Abb 4.11 oben). Die Kultur mit zusätzlichem Glutamin ergab 
jedoch eine niedrigere angereicherte Produktkonzentration in Relation zu den beiden 
Vergleichsansätzen. Mit einer Erhöhung der Glukosestartkonzentration von 15 auf 
45 mmol*L-1 (Ansätze mit 30 mmol*L-1 ergänzter Glukose) konnte gegenüber den 
Ansätzen mit dem Ausgangsmedium keine Verbesserung der Produktbildung erreicht 
werden (Abb. 4.11 oben). Die Betrachtung der Metabolite Glukose und Laktat 
(Abb. 4.11 unten) über den Verlauf der Kultivierungsdauer zeigt, dass nur die Kultur 
mit 45 mmol*L-1 Glukosestartkonzentration nicht in eine Glukoselimitierung kommt 
am Ende der exponentiellen Wachstumsphase, allerdings ist in dieser Kultur die 
Laktatkonzentration deutlich erhöht und kann mit diesen Konzentrationen 
(40 mmol*L-1) schon bereits inhibitorisch auf die Produktbildung und Wachstum 
wirken. 
 
 
Vorversuch im kontinuierlichen Verfahren (Chemostat) 
Die Untersuchung von Limitierungen von vielen Nährsubstraten (Glukose, Glutamin, 
Aminosäuren) lässt sich unter stationären Wachstumsbedingungen gut verfolgen. In 
einer kontinuierlichen Fermentation (Chemostat) im 2-L-Rührkessel mit 1 L 
Arbeitsvolumen und einer Durchflussrate von D = 0,02 h-1 wurden während des 
steady state in Überstandsproben 19 Aminosäurekonzentrationen (zusätzlich zu 
Glukose, Laktat und anti-EGRF-IL2-Protein) gemessen. Zur Ermittlung von 
Limitierungen wurden die Aminosäurekonzentrationen in den Proben (entspricht dem 
Ablauf) relativ zu den jeweiligen Konzentrationen der Aminosäuren im Zulaufmedium 
dargestellt (Abb. 4.12). 
Auffällig war, dass von den untersuchten 19 Aminosäuren zwei besonders niedrige 
relative Konzentrationen aufwiesen. Valin wurde zu etwa 70 % und Serin sogar zu 
durchschnittlich 90 % der jeweiligen Ausgangskonzentrationen verbraucht. Die 
meisten anderen Aminosäuren (außer Alanin und Prolin, die im Überschuss 
synthetisiert wurden) wurden zwischen 10 und 50 % verbraucht.  
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Abb 4.12 Aminosäurekonzentrationen im Ablauf relativ zu den jeweiligen Konzentrationen der 
Aminosäuren im Zulaufmedium während einer kontinuierlichen Fermentation 
(Chemostat) im 2L-Rührkessel unter kontrollierten Standardwachstumsbedingungen 
(37°C, 40% pO2, pH 7,0-7,2, VR = 1L, D = 0,02 h-1, 200 rpm). 
 
 
4.1.5 Diskussion der Voruntersuchungen 
Die Produktcharakterisierung eines rekombinanten Proteins gerade in Hinblick auf 
die mögliche Anwendung als pharmakologischer Wirkstoff stellt einen wesentlichen 
Bestandteil der Voruntersuchungen dar. 
Die Darstellung der spezifischen Wachstumsrate einer batch-Kultur gegenüber der 
spezifischen Produktbildungsrate lässt auf eine nicht-wachstumsgekoppelte 
Produktbildung schließen. Der starke Anstieg der Produktkonzentration in der 
stationären Wachstumsphase und während der Absterbephase ist nicht mit einer 
intrazellulären Anreicherung und der Freisetzung infolge der Zelllyse zu erklären. 
Demnach muss es also zu einer verstärkten Bildung von anti-EGFR-IL2-Protein in 
diesen Wachstumsphasen (Übergangs-, Stationär- und Absterbephase) kommen. 
Während dieser Wachstumsphasen können die mit Nährstofflimitierungen bzw. 
Metabolitproduktinhibierungen erhöhten Stresssituationen verbunden sein, die zu 
einer verstärkten Produktbildung führen. Ein weiterer Grund des 
Produktivitätsanstiegs liegt darin, dass die nach der exponentiellen Wachstumsphase 
vermehrt Zellen in die G1- bzw. G0-Phase des Zellzyklus sich befinden. Diese 
Zellzyklusphasen stellen die für die rekombinante Proteinproduktion beste Phase 
dar, da hier die Transkription, Translation und der posttranslationale Apparat der 
Zelle nicht mehr hauptsächlich unter der Kontrolle der Replikation und Zellteilung 
steht. 
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Das Produktprotein zeichnet sich durch eine relativ hohe Produktstabilität und 
-qualiltät während einer ansatzweisen Kultivierung aus, da mittels SDS-
Gelelektrophorese gezeigt werden konnte, dass Kulturüberstandsproben einer batch-
Kultur noch nach 480 h eine relativ dicke Produktbande bewirkten. Jedoch kann hier 
nicht ausgeschlossen werden, dass auch Degradationsprodukte auftreten können, 
denn eine Anzahl von Proteinnebenbanden konnte in dieser Probe detektiert werden, 
die in Proben nach 143 h Kulturdauer noch nicht erkennbar waren. Um hier eine 
bessere Zuordnung erreichen zu können, wäre eine Analyse mittels Westernblot 
notwendig gewesen. 
Die biologische Aktivität des IL2-Anteils des Fusionsproteins konnte in einem in vitro 
Test mit humanen T-Zellen (Primärzellen) erfolgreich nachgewiesen werden. Eine 
Probe direkt aus einer batch-Kultur nach Abtrennung der BHK-Zellen wurde ohne 
weitere Aufreinigung in diesem Test eingesetzt, es zeigten sich keine toxischen 
Nebeneffekte der Kulturüberstandsprobe. Die T-Zellen wurden stimuliert und mittels 
des IL2-Anteils des Proteins erfolgreich proliferiert. Mittels diesem hier entwickelten 
„Bio-Assays“ wurde die biologische Wirksamkeit des Interleukin 2 erfolgreich gezeigt 
werden, nur die T-Zellen signifikant zu einer Proliferation fähig waren, die entweder 
mittels käuflichem IL2 oder dem Kulturüberstand (Sekretiertes Fusionsprotein) 
inkubiert wurden. 
Eine sehr gute Proliferationsfähigkeit der BHK-Zellen während des Wachstums in der 
exponentiellen Wachstumsphase konnte nachgewiesen werden. Die 
fluoreszenzgefärbten Zellen, welche in Kultur gewachsen sind, zeigten eine 
einheitliche Abnahme der Fluoreszenzintensität über vier Generationen. Es kam hier 
zu keiner nachweisbaren Subpopulation von Zellen, die „ruhend“, d.h. vital, jedoch 
sich nicht teilend verhalten. In der Positvkontrolle ist nach 120 h eine kleinere 
Teilpopulation erkennbar, die sich auch in diesem Ansatz geteilt hat, obwohl die 
Zellen sich in der Positivkontrolle nicht teilen sollten, daher kommt es zu einer 
Fluoreszenzverteilung mit zwei Maxima. Das Ergebnis bietet gute Vorraussetzungen 
für Stoffwechseluntersuchungen, bei denen es auf die Proliferationsfähigkeit 
möglichst der gesamten Zellpopulation ankommt (13C-Markierungsuntersuchungen). 
 
Die „untypische“ Verteilung der Zellzyklusphasen der BHK-21 Zelllinie (MERCK) im 
Vergleich zu den anderen Zelllinien (z.B. BHK-21-PYC, GBF) konnte nicht nur 
nahezu unverändert während der unterschiedlichen Wachstumsphasen, sondern 
auch bei adhärenten und Suspensionspopulationen der BHK-21 Zelllinie beobachtet 
werden. Der Vergleich mit den beiden BHK-Zelllinien der GBF verdeutlicht, dass 
diese Zelllzyklusphasenverteilung nicht typisch für BHK-Zelllinien ist. Die 
unterschiedlichen Versuche der Einwirkung durch Medienkomponenten 
(Serumzugabe) oder durch chemische Agenzien zur Arretierung des Zellzyklus 
bleiben ohne signifikante Auswirkungen. Das Verteilungsmuster mit dem 
vergleichsweise hohen G2-Phasenanteil belegt, dass ein großer Anteil der Zellen 
sich sehr lange in dieser Phase befindet. Eine „natürliche“ Arrettierung kann nicht 
vorliegen, da die Zellen sich in Kultur teilen und wachsen können. Der 
Regulationspunkt in der G2-Phase ist dadurch gekennzeichnet, dass bei einer DNA-
Schädigung der Zellzyklus hier angehalten wird, damit die DNA repariert werden 
kann, bevor die Mitose eingeleitet wird. Es könnte daher sein, dass der Zelle 
suggeriert wird, es liegt ein DNA-Schaden vor und sie deshalb lange in dieser Phase 
gehalten wird. Es ist wahrscheinlich, dass ein Signal aus der Zellbiologie bzw. der 
Zellzyklusregulationsmechanismen selbst stammt, welches diese 
Zellzyklusphasenverteilung bestimmt. Dies könnte auch eine Folge der Transfektion 
sein, da die Inserierung eines Fremdgens in das Genom für die Zelle einen relativ 
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großen Eingriff bedeutet und der Ort des Einbaus in die genomische DNA meist nicht 
gesteuert werden kann und eher zufällig erfolgt. Es ist daher gut möglich, dass dies 
eine Beeinflussung von Zellregulationsvorgängen bewirken kann. Hinweise lieferte 
die Zellzyklusanalyse von BHK-21-Zellen (MERCK), die durch lange Stammhaltung 
eine stark verringerte Produktbildung zeigte. Hier konnte eine Verschiebung der 
Phasenverteilung zu Gunsten der G1 beobachtet werden [Pagano, 1995; Al-Rubeai, 
und Emery, 1996]. Letztlich konnten im Rahmen dieser Arbeit die Ursachen der eher 
„untypischen“ Zellzyklusphasenverteilung nicht weitergehend untersucht und 
aufgeklärt werden. 
 
Voruntersuchungen, die Hinweise auf Medienlimitierungen der C-Quelle, N-Quelle 
oder der Aminosäuren aufdecken sollten, ergaben, dass weder eine deutliche 
Erhöhung der Anfangskonzentration von Glukose noch von Glutamin einen 
signifikanten positiven Einfluss auf Zelldichte oder Produktbildung in einer batch-
Kultur erzielen konnte. Die zusätzliche Glukose führte zu einer verstärkten 
Laktatproduktion, welche in den nicht geregelten T-Flaschen zu einer deutlichen pH-
Wert-Erniedrigung geführt hat (sichtbar an der Gelbfärbung des Medienindikators 
Phenolrot). Ein Folgeversuch in einer Spinnerflasche mit pH-Messung und manueller 
pH-Regelung durch Zugabe einer NaOH-Lösung, führte jedoch auch zu keiner 
Verbesserung der Zelldichte oder Produktbildung. Die Erhöhung der 
Glukoseausgangskonzentration machte unter anderem die Wirkweise der Alanin-
Aminotransferase-Reaktion sichtbar (Abb. 4.13). Die Kopplungsreaktion zwischen 
Glykolyse und Zitratzyklus folgt gemäß der Gleichung: 
 
Glutamat + Pyruvat ßà a-Ketoglurarat + Alanin 
 
Infolge eines erhöhten Glukoseangebots entsteht entsprechend mehr Pyruvat, 
welches im Wesentlichen entweder in Laktat abgeführt wird oder über einen 
Pyruvatshuttle in die Mitochondrien transportiert und mittels Pyruvatdehydrogenase 
in den Citratzyklus verstoffwechselt wird. Ein weiterer Metabolismusweg ist diese 
Transferasereaktion, mittels derer die Zelle in der Lage ist, Glutamat durch die 
Übertragung der Aminogruppe auf Pyruvat in der desaminierten Form (als 
a-Ketoglutarat) im Citratzyklus zu nutzten. Abb 4.13 zeigt, dass in der stationären 
Wachstumsphase bei höherer Glukoseausgangskonzentration eine größere 
Glutamataufnahme bewirkt wird. Die Alanin-Aminotransferase-Rückreaktion wird 
verstärkt sichtbar in der Übergangs- und Stationärphase einer batch-
Wachstumskurve, da dann Alanin als C- und N- Quelle genutzt wird. Dies zeigt sich 
in der geringeren Aufnahme von Alanin in den Ansätzen mit einer höheren 
Glukosestartkonzentration. 
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Abb 4.13 Glutamat- (oben) und Alanin- (unten) Konzentrationen in Kulturüberständen der batch-
Kulturen in T-Flaschen mit unterschiedlichen Medienzusammensetzungen (SMIF-6 
ohne Zusätze, SMIF-6 mit zusätzlich 30 mmol*L-1 und SMIF-6 mit zusätzlich 
4 mmol*L-1 Glutamin. 
 
Die Metabolitbilanzierung einer kontinuierlichen Fermentation (Chemostat) von BHK-
Zellen lieferte das Ergebnis, dass die Aminosäuren Valin und Serin möglicherweise 
auf Wachstum oder Produktbildung limitierend wirken könnten, da sie während des 
steady state zu 70 % bzw. 90 % verbraucht wurden. Diese Hinweise wurden im 
Parameterscreening näher untersucht und die Ergebnisse werden in Abschnitt 
4.2.1.1 näher beschrieben. 
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4.2 Klassische Prozessentwicklung 
Im Rahmen der klassischen Bioprozessentwicklung werden Zellen üblicherweise als 
ein „black box“ System angesehen. Die Prozessentwicklung umfasst die 
Untersuchung von meist ausgewählten Nährsubstraten (Hauptkohlenstoff- und 
-stickstoffquellen, Aminosäuren etc.) und Metabolismusprodukten (z.B. Laktat und 
Ammonium). Einfluss auf Wachstum und Produktion der Zellen dient bei den 
Medienkomponenten wie auch bei der Untersuchung von Kultivierungsparametern 
(z.B. Sauerstoffpartialdruck, pH-Wert, Osmolalität, Temperatur etc.) als 
Entscheidungskriterium für die Erstellung eines Prozesskonzeptes. Die 
Prozessentwicklung beinhaltet nicht zuletzt das Reaktorkonzept, welches aus 
Fermentationsgefäß, -auslegung und Verfahrensweise besteht. 
 
4.2.1 Parameterscreening 
Im Rahmen des Parameterscreenings werden vor allem die Einflussgrößen 
untersucht, die von außen auf die Zellen einwirken. Es wurden ausgewählte 
Nährsubstrate und Metabolismusprodukte sowie die wichtigsten 
Kultivierungsparameter hinsichtlich Wachstum und Produktion untersucht. 
 
4.2.1.1 Nährsubstrate und Metabolismusprodukte 
Glukose als Hauptkohlenstoffquelle und Glutamin als wichtigste N-Quelle für 
Säugerzellen wurde in den Vorversuchen untersucht (s. 4.1.4). 
 
Untersuchung von Medienlimitierungen: 
Die Bilanzen der Aminosäureverbrauchsraten während einer kontinuierlichen 
Fermentation (Chemostatische Betriebsweise) zeigten (siehe Vorversuche Abschnitt 
4.1.4) einen auffällig hohen Verbrauch von Valin und Serin. In 
Mikrotiterplattenversuchen wurden diese Aminosäuren in unterschiedlichen 
Startkonzentrationen eingesetzt und mittels eines variierten XXT-Tests die Zelldichte 
jeden Tag bestimmt. Serin und Valin sind im verwendeten Medium SMIF6 zu je 
0,5 mmol*L-1 enthalten. Es wurden verschiedene Startkonzentrationen von Serin 
bzw. Valin in einem Bereich von 0,5 bis 3,0 mmol*L-1 variiert. 
Die maximal erreichten Zelldichten unterschieden sich nicht signifikant im Verlauf 
einer Kultivierungszeit von 120 h. Die Analyse des Fusionsproteins in 
Kulturüberstandsproben ließ keine signifikanten Verbesserungen der Raum-Zeit-
Ausbeute oder der spezifischen Fusionsproteinproduktionsraten infolge einer 
Erhöhung der Serin- oder Valinstartkonzentrationen erkennen (Abb. 4.14). Die 
Quantifizierung der Konzentrationsverläufe der Aminosäuren während der 
Kultivierungsdauer ergaben, dass durch die Erhöhung der untersuchten 
Startkonzentrationen keine Limitierung mehr auftraten (Daten s. Diplomarbeit 
Katharina Abst).  
Mit zunehmenden Serin- bzw. Valinkonzentrationen im Medium stiegen die 
spezifischen Aufnahmeraten an. Da trotz Supplementierung der Aminosäuren Serin 
und Valin keine Steigerungen von Wachstum und Produktbildung erzielt wurden, 
haben diese Medienkomponenten keinen limitierenden Einfluss. 
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Abb 4.14 Raumzeitausbeute, spezifische Aminosäureaufnahmeraten und spezifische 
Produktbildungsraten in Abhängigkeit von verschiedenen Serin- (oben) und Valin- 
(unten) Startkonzentrationen. Im Verlauf der batch-Kulturen in Micro-well-Platten 
wurde täglich mittels eines variierten XTT-Plattentests die Zelldichte bestimmt und 
zwecks Analyse der untersuchten Aminosäuren und des Fusionsproteins wurden 
Kulturüberstände entnommen. 
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Untersuchung inhibitorischer Einflüsse von metabolischen Endprodukten 
Die beiden wichtigsten metabolischen Endprodukte von Säugerzellen sind Laktat und 
Ammonium. Die Aufnahme einer Inhibierungskinetik mittels eines variierten XTT-
Assay bzw. in Gewebekulturflaschen soll zeigen, ob und inwieweit eine Hemmung 
auf das Zellwachstum oder auf die Produktbildung zu beobachten ist. Es wurden 
verschiedene Konzentrationen der jeweiligen Stoffwechselprodukte zu Beginn von 
batch-Kulturen im Medium gelöst. Wachstumskurven wurden aufgenommen und in 
Bezug auf Wachstum und Produktausbeute untersucht. 
 
Laktat: 
Laktat wurde in verschiedenen Konzentrationen (0, 20, 40, 50, 60mmol*L-1) dem 
Medium in 96-well-Platten zu Beginn zugesetzt und BHK-Zellen während 185 h im 
batch-Modus kultiviert. Da Laktat osmotisch wirksam ist, führen unterschiedliche 
Laktatkonzentrationen im Medium zu entsprechend unterschiedlichen Osmolalitäten. 
Diese beiden Parameter wurden daher in zwei getrennten Versuchsreihen 
untersucht. Die Osmolalitätsunterschiede bei verschiedenen 
Laktatstartkonzentrationen wurden mit NaCl-Zugaben so ausgeglichen, dass in allen 
Ansätzen eine Osmolalität von etwa 420mOsmol*kg-1 (entspricht dem Salzgehalt mit 
60mmol*L-1 Laktat in SMIF-6) eingestellt war (s. Abb. 4.15). 
 
 
Abb 4.15 Gemessene Osmolalität im Verlauf der Kultivierungszeit in einer 96 well Platte. 
Kulturen mit unterschiedlichen Laktat-Startkonzentrationen. 
 
Die Osmolalität zeigte während der Kultivierung keine signifikanten Änderungen. Der 
Anstieg der Osmolalität am Ende der batch-Kultivierung kann durch Metabolitbildung 
oder durch Verdunstungseffekte in den wells der Platte verursacht sein. 
Während der Kultivierung der BHK-Zellen sank die spezifische Laktatbildungsrate je 
höher die Laktat-Startkonzentration im Medium war. Die gemittelten spezifischen 
Laktatbildungsraten sind in Abb. 4.16 dargestellt. 
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Abb 4.16 Spezifische Laktatbildungsraten in Abhängigkeit unterschiedlicher Laktat-
Startkonzentrationen. 
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Abb 4.17 Spezifische Produktbildung und Raum-Zeit-Ausbeute in Abhängigkeit 
unterschiedlicher Laktat-Startkonzentrationen. 
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Die Auswertung der Raum-Zeit-Ausbeute und der spezifischen Produktivitäten 
(berechnet auf die jeweilig gebildeten Produktkonzentrationen zum 
Kultivierungszeitpunkt t=95h) lässt ein Optimum bei einer Laktatstartkonzentration 
von 20mM erkennen (Abb. 4.17). Die inhibitorische Wirkung von Laktat deckt sich mit 
Beobachtungen aus der Literatur [Hassel et al., 1991]. Eine gewisse 
Laktatkonzentration kann auch stimulierende Effekte auf die Proteinproduktivität 
haben [Cruz et al., 1999]. 
 
Osmolalität: 
Der Einfluss der Osmolalität auf Wachstum und Produktivität wurde in einem XTT-
Platten-Test untersucht. SMIF-6-Medium hat eine Osmolalität von etwa 
320mOsmol*kg-1. Durch Zugabe von NaCl in das Kulturmedium vor Beginn der 
Kultivierung mit Zellen wurden Startsalzgehalte von 320, 360, 380, 400mOsmol*kg-1 
eingestellt. 
Die erhaltenen Raum-Zeit-Ausbeuten (Tab. 4.2) nahmen mit steigendem Salzgehalt 
in der Kulturlösung ab. 
 
Tab. 4.2 Raum-Zeit-Ausbeuten bei Kultivierung mit verschiedenen Salzgehalten im 
Kulturmedium 
 
 
320 
mOsmol/kg 
360 
mOsmol/kg 
380 
mOsmol/kg 
400 
mOsmol/kg 
RZA 
[mg/(L*h)] 
 
0,0404 
 
0,0365 
 
0,0323 
 
0,0267 
 
Die höchste RZA konnte bei einer Osmolalität beobachtet werden, welche dem 
Medium SMIF-6 entspricht (320mOsmol*kg-1). 
Dieses Ergebnis deckt sich mit publizierten Erkenntnissen von Werner et al (1993), 
welcher einen optimalen Osmolalitätswert zwischen 320 und 350mOsmol*kg-1 angibt. 
Die Ergebnisse dieser Untersuchung lassen den Schluss zu, dass der Laktatversuch 
nicht unter optimalen Bedingungen (Medienosmolalität lag über 400mOsmol*kg-1) 
stattgefunden hat. 
 
Ammonium: 
Neben dem Laktat ist Ammonium ein wichtiges Stoffwechselendprodukt, welches 
Wachstum und Produktion inhibieren können. Dem Kultivierungsmedium wurden 
verschiedene Startkonzentrationen Ammonium (0, 2, 3, 4, 5, 8mmol*L-1) zugesetzt 
und Zellen im batch-Modus in Spinnerflaschen kultiviert. Sowohl die erreichten 
Zelldichten und die Vitalitäten (Abb. 4.18) als auch die zeitlichen Verläufe der 
Produktkonzentrationen (Abb. 4.19) zeigten mit steigendem Ammoniumgehalt in der 
jeweiligen Kulturlösung eine Reduktion des Wachstums und der gebildeten 
Produktkonzentration. Die Auswertung der Raum-Zeit-Ausbeute und des 
Ausbeutekoeffizienten (spezifische Produktivität) ergab, dass der Einfluss des 
Ammoniums vor allem auf das Wachstum einwirkt, da die Raum-Zeit-Ausbeute mit 
zunehmender Ammoniumkonzentration im Medium kontinuierlich abnahm. Die 
spezifische Produktivität hat ein lokales Maximum bei einer Ammoniumkonzentration 
von 3 mmol*L-1. Dies ist mit einer gewissen Stresseinwirkung auf die Zelle erklärbar, 
die eine Erhöhung der Produktsekretion bewirken kann.  
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Abb 4.18 Vitale Zelldichte und Vitalität in Abhängigkeit unterschiedlicher Ammonium-
Startkonzentrationen während Kultivierungen im batch-Modus in 
Spinnerkulturflaschen. 
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Abb 4.19 Produktbildung in Abhängigkeit unterschiedlicher Ammonium-Startkonzentrationen im 
zeitlichen Verlauf von Kultivierungen im batch-Modus. 
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Abb 4.20 Raum-Zeit-Ausbeute und spezifische Produktivität in Abhängigkeit unterschiedlicher 
Ammonium-Startkonzentrationen 
 
Insgesamt kann die Tendenz einer gewissen inhibitorischen Wirkung des 
Ammoniums auf das Wachstum beobachtet werden, wie dies in der Literatur 
beschrieben ist [Hassell et al., 1991]. 
4.2.1.2 Kultivierungsparameter 
Im Rahmen eines Entwicklungsprojektes mit der Firma DASGIP AG, Jülich, wurden 
BHK-Zellen in einem parallelen Kultivierungssystem kultiviert, dessen 
Spinnerflaschen separat begast werden können. Es ist daher eine Gelöstsauerstoff- 
und pH-Wert-Regelung der einzelnen Kulturgefäße separat möglich, sodass der 
Einfluss dieser Parameter auf die Kultivierung und Produktbildung in diesem System 
untersucht wurde. Basierend auf der Charakterisierung der Sauerstoffübertragung in 
den Spinnerkulturgefäßen kann der Sauerstoffverbrauch der Zellen geschätzt und 
unter gewissen Vorraussetzungen online eine Zelldichte errechnet werden; diese 
kann als Führungsgröße für eine feeding-Strategie genutzt werden. 
 
Untersuchung des Einflusses der Gelöstsauerstoffkonzentration auf die 
Kultivierung 
In vier parallelen 1L Spinnerflaschen der cellferm-pro® Anlage der Firma DASGIP 
wurden pO2-Werte (5%, 30%, 50% und 90% Gelöstsauerstoff bezogen auf 100% 
Luftsättigung) eingestellt und BHK-Zellen im batch-Modus während 300h kultiviert. 
Der pH-Wert wurde bei allen Fermentationen auf 7,3 geregelt und eine 
Rührerumdrehung von 30rpm eingestellt. Die Kulturen wurden mit 3-5*104 vc*mL-1 
inokuliert und mit einem Gesamtvolumenstrom von 2,5L*h-1 (0,0417 vvm) begast. 
Das Arbeitsvolumen betrug 300mL. 
Die geregelten Gelöstsauerstoffkonzentrationen im Verlauf der Kultivierungszeit sind 
in Abb. 4.21 dargestellt. 
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Abb 4.21 Geregelte Gelöstsauerstoffkonzentrationen in vier parallelen Spinnerkulturen während 
des Kultivierungszeitraums. Die Ausschläge (senkrechte Linien) entstehen während 
der Probenahmen. 
 
Es zeigten sich bei den verschiedenen Gelöstsauerstoffkonzentrationen 
unterschiedliche Wachstums- und Produktionseigenschaften. Deutlich wird dies bei 
Betrachtung der vitalen Zelldichten, Vitalitäten, maximal erreichten Wachstumsraten, 
Raum-Zeit-Ausbeuten und spezifischen Produktivitäten. 
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Abb 4.22 Vitale Zelldichten und Vitalitäten im Verlauf der Kultivierung bei unterschiedlichen 
Gelöstsauerstoffkonzentrationen. 
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Abb 4.23 Online geschätzter OUR im Verlauf der Kultivierungszeit. 
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Abb 4.24 Maximale spezifische Wachstumsraten, Raum-Zeit-Ausbeuten und spezifische 
Produktivitäten bei der Kultivierung mit verschiedenen pO2-Werten. 
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Abb 4.25 Maximale Glukose- und Glutaminverbrauchsraten und maximale Laktat- und 
Ammoniumbildungsraten in Abhängigkeit unterschiedlicher 
Gelöstsauerstoffkonzentrationen. 
 
Der zeitliche Verlauf der berechneten OUR (Abb. 4.23) basierend auf der 
Gasphasenzusammensetzung in der Zuluftphase zeigte eine gute Korrelation zu 
dem Verlauf der offline bestimmten vitalen Zelldichten (Abb. 4.22). In der 
Absterbephase fallen die OUR-Kurven steiler als die vitalen Zelldichten. 
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Abb 4.26 Ausbeutekoeffizienten Ylac/glc und YNH4+/gln (A), Ertragskoeffizienten YMAK/glc und YMAK/gln 
(B) und max. Sauerstoffaufnahme (OUR) (C) in Abhängigkeit unterschiedlicher 
Gelöstsauerstoffkonzentrationen. 
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Die Gelöstsauerstoffkonzentration im Medium von 90% hat einen inhibitorischen 
Effekt auf die maximale spezifische Wachstumsrate und die Raum-Zeit-Ausbeute 
(Abb. 4.24). Die maximale spezifische Produktbildungsrate war bei einem pO2-Wert 
von 30 und 50 % am höchsten. Bei einem pO2-Wert von 5% war die maximale 
Glukoseaufnahme- und Laktatbildungsrate am höchsten (Abb. 4.25A). Dies deckt 
sich mit dem Ausbeutekoeffizienten (Ylac/glc), der bei 5% und bei 90% 
Gelöstsauerstoff einen sehr hohen Wert 1,6 bzw. 1,8 erreicht, d.h. fast die gesamte 
aufgenommene Glukose wird zu Laktat verstoffwechselt (Abb. 4.26A). Dies wird 
bestätigt durch die maximalen Sauerstoffaufnahmeraten, die bei 5% und 90% pO2 
niedriger sind als bei einem Gelöstsauerstoff von 30% und 50% (Abb. 4.26C). Die 
Ertragskoeffizienten des gebildeten Antikörper-Fusionsproteins bezogen auf die 
beiden Hauptkohlenstoffquellen Glukose und Glutamin zeigten ebenfalls bei 30% 
und 50% Gelöstsauerstoffkonzentration während der Kultivierung ein Maximum 
(Abb. 4.26B). Diese Daten lassen den Schluss zu, dass ein stärkerer oxidativer 
Metabolismus eine verbesserte rekombinante Fusionsproteinproduktion bzw. 
-sekretion bewirkt. Die untersuchten Randbereiche (5% und 90%) zeigten, dass bei 
sehr hohen Gelöstsauerstoffkonzentrationen ein zytotoxischer Effekt eintritt. Sehr 
niedrige pO2-Werte führen hingegen wahrscheinlich lokal zu einer 
Sauerstofflimitierung, welche einen für die Zelle ungünstigen Metabolismus bewirken 
kann. Dies wird durch die Literatur bestätigt [Ozturk, S.S. et al. (1991)] beschreibt 
oxidative Schäden an Zellen bei pO2-Werten über 80%. Für Hybridoma-Zellkulturen 
werden hier die höchsten Antikörper-Ausbeuten bei Gelöstsauerstoffkonzentrationen 
zwischen 20% und 50% erreicht. 
 
Untersuchung des pH-Wertes 
Der pH-Wert ist neben dem Gelöstsauerstoffgehalt im Medium ein wichtiger 
Kulturparameter, der auf das Wachstum und die rekombinante Proteinproduktion 
bzw. –sekretion einen Einfluss haben kann. 
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Abb 4.27 Geregelte pH-Werte durch das CO2 in der Gasphase während der Kultivierungszeit. 
Die Abnahme des pH-Wertes bei Spinner 3 und 4 ist in der CO2-Produktion der Zellen 
während der exponentiellen Wachstumsphase begründet. Die Elektrode von Spinner 2 
zeigte nach Autoklavieren eine Drift, so dass der pH-Wert um 0,1 niedriger korrigiert 
wurde, der reale pH-Wert lag bei 7,0. Spinner 1 wurde nach 165h abgebrochen, da die 
Bestimmung der vitalen Zellzahl keine validen Ergebnisse mehr lieferte. Die 
senkrechten Linien werden durch die Probenahmen verursacht. 
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In der parallelen Spinnerkultivierungsanlage der Firma DASGIP wurden BHK-Zellen 
im batch-Modus bei unterschiedlichen pH-Werten kultiviert. Mittels des CO2 in der 
Zuluftphase wurden pH-Werte von 6,8; 7,0; 7,3 und 7,6 während der Kultivierung 
geregelt (Abb. 4.27). Der eingestellte Gesamtgasflow betrug in allen Spinnerkulturen 
2,5L*h-1 (entspricht 0,0417 vvm). Die Batch-Kultivierungen wurden mit einem 
Arbeitsvolumen von 300mL und einer Inokulumsdichte von 8*104vc*mL-1 im Mittel 
gestartet. Der pO2-Wert wurde in allen Spinnern auf einen Wert von 50% geregelt 
und die Rührerumdrehungszahl auf 40 rpm eingestellt (Zellen zeigten teilweise 
erhöhte Aggregatbildung). Spinner 1 mit einem pH-Wert von 6,8 wurde nach etwa 
165h beendet, da die Bestimmung der vitalen Zellzahl nicht mehr valide möglich war. 
Die drei übrigen Spinner wurden etwa 300h kultiviert. 
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Abb 4.28 Vitale Zelldichten und Fusionsproteinkonzentrationen in Abhängigkeit 
unterschiedlicher pH-Werte im Medium im Verlauf der batch-Kultivierungen. 
 
Die maximal erreichten Zelldichten bei den pH-Werten 7,0, 7,3 und 7,6 mit 
ca. 7*105vc*mL-1 zeigten keine signifikanten Unterschiede. Bei einem pH-Wert von 
7,6 wird die maximale Zelldichte bereits nach ca. 120h erreicht im Vergleich zu den 
Kultivierungen bei pH-Werten von 7,0 und 7,3, die ihre maximale Zellkonzentration 
erst nach etwa 185h erreichten. Dies könnte in der höheren Inokulumsdichte in dem 
Ansatz mit einem pH-Wert von 7,6 begründet sein. Allerdings war in diesem Ansatz 
eine deutlich verlängerte stationäre Wachstumsphase zu beobachten (Abb. 4.28). 
Dadurch bedingt, erzielte diese Kultur eine erhöhte Fusionsproteinkonzentration. 
Dies zeigt sich auch in der Raum-Zeit-Ausbeute, die bei einen pH-Wert von 7,6 
ebenfalls leicht erhöht war gegenüber den anderen Spinnerkulturen (Abb. 4.29). Die 
maximale spezifische Produktbildungsrate zeigte ein lokales Maximum bei einem pH-
Wert von 7,3. Die maximalen spezifischen Wachstumsraten waren in den drei 
untersuchten Ansätzen relativ vergleichbar, außer bei der Kultivierung mit einem pH-
Wert von 7,6. Wenn die erhöhte Inokulumsdichte zu dem rascheren Anwachsen 
geführt hat, dann erklärt dies die höhere maximale spezifische Wachstumsrate in 
diesem Ansatz. 
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Abb 4.29 Maximale spezifische Wachstumsrate, Raum-Zeit-Ausbeute und maximale spezifische 
Fusionsproteinbildungsrate in Abhängigkeit des pH-Wertes der Kulturlösung. 
 
Die Metabolismusdaten ließen einen steigenden Glukoseverbrauch und 
Laktatbildung mit der Erhöhung des geregelten pH-Wertes in der Kultur erkennen 
(Abb. 4.30A) bei pH-Werten von 6,8 bis 7,3. Der Ansatz mit einem pH-Wert von 7,6 
zeigte bei etwa gleichem Glukoseverbrauch (pH 7,3) eine reduzierte Laktatbildung. 
Dies wird durch die Ausbeutekoeffizienten Ylac/glc und den maximalen 
Sauerstoffaufnahmeraten (Abb. 4.31A und C) bestätigt. Hieraus ist zu schließen, 
dass die Zellen bei einem sehr hohen pH-Wert einen erhöhten oxidativen 
Metabolismus der aufgenommenen Glukose aufweisen.  
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Abb 4.30 Maxmiale spezifische Glukoseaufnahme- und Laktatbildungsrate (A) und maximale  
spezifische Glutaminaufnahme- und Ammoniumbildungsrate (B) in Abhängigkeit des 
pH-Wertes während der Kultivierung. 
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Abb 4.31 Ausbeutekoeffizienten Ylac/glc und YNH4+/gln (A), Ertragskoeffizienten YMAk/glc und YMAk/gln 
(B) und maximale Sauerstoffaufnahmeraten (OUR) (C) in Abhängigkeit des pH-
Wertes. 
 
Mit diesem Metabolismus (verbesserte Oxidation der Glukose im TCA-Zyklus) bei 
einem für Säugerzellen hohen pH-Wert ist der Ertragskoeffizient YMAk/glc ebenfalls am 
höchsten (Abb. 4.31B). Dies gilt auch für den Ertragskoeffizienten YMAk/gln, der bei 
höherem pH-Wert ebenfalls ansteigt (Abb. 4.31B). Die anti-EGFR-IL2-
Produktausbeute bezogen auf die beiden für Säugerzellen wichtigsten 
Kohlenstoffquellen Glukose und Glutamin wird ebenfalls mit steigendem pH-Wert des 
Kultivierungsmediums beeinflusst. Allerdings war das Verhältnis von 
Ammoniumproduktion zu Glutaminaufnahme ungünstiger (Abb. 4.31A). Die 
maximale spezifische Ammoniumbildungsrate war bei hohem pH-Wert allerdings 
erniedrigt. Dies ist erklärbar, da Ammonium als basische Substanz gegen einen 
pH-Gradient sekretiert werden muss, was zu einer reduzierten spezifischen 
Bildungsrate führen kann. Die maximale spezifische Glutaminaufnahmerate ist bei 
einem hohen pH-Wert deutlich erhöht (Abb. 4.30B), so dass hier auf eine erhöhte 
oxidative Stoffwechselaktivität geschlossen werden kann. Die höhere 
Glutaminaufnahme korreliert mit dem niedrigeren Wert für den Ertragskoeffizienten 
Ylac/glc, der auf einen verstärkten Fluss der Glukose in den TCA hinweist. Die 
Aufnahme von Glutamin führt über Desaminierung (NH4+-Freisetzung) oder 
Transaminierung zum a-Ketoglutarat, welches in den TCA einfließt.  
Die Hinweise der erhöhten spezifischen Wachstumsrate und der Raum-Zeit-
Ausbeute bei einem pH-Wert von 7,6 wurden in einer Kultivierung in einem 2L-
Fermenter mit 1L Arbeitsvolumen im Perfusionsmodus mit Bleeding überprüft 
(Abb. 4.31). Die Kultivierung wurde bei einer Temperatur von 35,5°C durchgeführt 
(Begründung s. unten unter Abschnitt Kultivierungstemperatur). Es konnte kein 
Glc Gln Glc  Gln 
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positiver Effekt durch die Erhöhung des pH-Wertes auf Wachstum oder 
rekombinante Proteinproduktion bei dieser Temperatur (35,5°C) beobachtet werden. 
Es wurde daher für die weiteren Kultivierungen ein physiologischer pH-Wert von 7,2-
7,3 eingestellt. 
1,0E+03
1,0E+04
1,0E+05
1,0E+06
1,0E+07
1,0E+08
0 200 400 600 800 1000 1200
Zeit [h]
Ze
llz
ah
l [
vc
/m
l]
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
Vi
ta
lit
ät
 [%
]
Zellzahl Reaktor
Zellzahl Perfusion
Vitalität
 
0
5
10
15
20
25
30
35
0 200 400 600 800 1000 1200
Zeit [h]
Pr
od
uk
tk
on
ze
nt
ra
tio
n 
[m
g/
l]
0
0,005
0,01
0,015
0,02
0,025
0,03
G
es
am
td
ur
ch
flu
ßr
at
e 
[h
-1
]
Titer
D
 
 
Abb 4.32 Zelldichten im 2L-Reaktor und im Perfusionsablauf und Vitalitäten (oben) und 
Gesamtdurchflussrate und anti-EGFR-IL2-Fusionsproteinkonzentration im Reaktor. 
Gestrichelte Linie zeigt den Zeitpunkt (450h) der pH-Wert-Erhöhung von 7,2 auf 7,5 
an. Die Kultivierungstemperatur betrug 35,5°C. 
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Untersuchung der Kultivierungstemperatur 
Säugerzellen haben im Vergleich zu Mikroorganismen eine meist sehr enge 
Bandbreite der Kultivierungstemperatur, welches vor allem noch oben hin rasch zu 
einer Inaktivierung bzw. dem Einleiten des Zelltods führt. Die Kultivierungstemperatur 
ist einerseits eine Funktion der Enzymaktivität, welche den Stoffwechsel und die 
Proteinproduktion und -sekretion maßgeblich bestimmen. Andererseits hat die 
Kultivierungstemperatur Einfluss auf den Zellzyklus, der durch Änderung der 
Temperatur in bestimmten Phasen verstärkt gehalten wird. So kann durch 
Erniedrigung der Temperatur der Zellzyklus der Zellen verstärkt in der G1- bzw. G0-
Phase gehalten werden, in der die Proteinproduktion und –sekretion noch aktiv ist, 
aber beispielsweise die Absterbeprozesse der Zellen verzögert werden können.  
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Abb 4.33 Zelldichten und anti-EGFR-IL2-Fusionsproteinkonzentrationen bei unterschiedlichen 
Temperaturen (35,5°C, 37,0°C und 38,5°C) während Kultivierungen im batch-Modus 
in Spinnerkulturflaschen. 
 
In parallelen Ansätzen wurden BHK-Zellen in Spinnerflaschen verschiedenen 
Temperaturen ausgesetzt und jeweils im batch-Betrieb der Einfluss der Temperatur 
auf Zellwachstum und rekombinante Proteinproduktion bzw. –sekretion untersucht. 
Für jeden Versuchsansatz wurde ein CO2-Inkubator auf die untersuchte Temperatur 
eingestellt und bei Feuchtigkeitssättigung mit 95% Luft und 5% CO2 begast. Die 
Kulturen in den Spinnerflaschen wurden somit diffusiv über Oberflächenbegasung 
mit Luft und CO2 versorgt. Die batch-Kulturen wurden mit einer Zelldichte von 7*104 
und 1*105vc*mL in einem Arbeitsvolumen von 100mL inokuliert. In einer ersten 
Versuchsreihe wurden die Kultivierungstemperaturen 35,5 und 38,5 mit 37,0°C 
verglichen (Abb. 4.33) und in einer zweiten Versuchsreihe wurden 34,0 und 37,0°C 
als Referenz untersucht (Abb 4.34).  
Die BHK-Zellen, die bei einer Temperatur von 38,5°C kultiviert wurden, zeigten 
bereits nach 3 Tagen kein Wachstum mehr, d.h. es konnten keine vitalen Zellen 
mehr detektiert werden [Diplomarbeit Katharina Abst, 2001]. 
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Abb 4.34 Zelldichten und anti-EGFR-IL2-Fusionsproteinkonzentrationen bei unterschiedlichen 
Temperaturen (34,0°C und 37,0°C) während Kultivierungen im batch-Modus in 
Spinnerkulturflaschen. 
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Abb 4.35 Maximale spezifische Wachstumsrate, Raum-Zeit-Ausbeute und maximale spezifische 
anti-EGFR-IL2-Fusionsproteinbildungsrate in Abhängigkeit von der 
Kultivierungstemperatur. 
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Die Produktkonzentration am Ende der Fermentation konnte um etwa 50% erhöht 
werden durch die Reduzierung der Kultivierungstemperatur von 37,0°C auf 35,5°C 
(Abb. 4.33). Die Reproduktion dieses Versuchs ergab eine Erhöhung um etwa 40%. 
Eine Temperaturerniedrigung auf 34,0°C bewirkte keine Verbesserung der 
Produktbildung bzw. -sekretion (Abb.°4.34). Die maximale spezifische 
Wachstumsrate stieg mit der Kultivierungstemperatur an und erreichte bei 37,0°C 
einen Maximalwert (Abb. 4.35). Schon die Erhöhung um 1,5°C auf 38,5°C führte zu 
einem Absterben der Zellen. Dieser Vergleich weist auf einen Zusammenhang der 
Erhöhung der Temperatur hin, welche zu einer gesteigerten Enzymaktivtiät und 
Verbesserung der maximalen spezifischen Wachstumsrate führt bis zu der 
Temperatur, die eine Inaktivierung des Wachstums bewirkt. 
Die Betrachtung der anti-EGFR-IL2-Fusionsproteindaten lässt einen Schluss zu, 
dass die Enzymaktivitäten des Proteinproduktions- und –sekretionssystems ein 
Optimum bei einer Temperatur von 35,5°C besitzen. Sowohl Raum-Zeit-Ausbeute als 
auch maximale spezifische Produktbildungsrate erreichten bei 35,5°C ein deutliches 
Maximum im Vergleich zu den anderen untersuchten Kultivierungstemperaturen 
(Abb. 4.35).  
Die Metabolismusaktivität erreicht bei einer Kultivierungstemperatur von 35,5°C 
ebenfalls ein Minimum. Im Vergleich von 35,5 und 37,0°C ist dies erklärbar mit einer 
Zunahme der Enzymaktivität mit steigender Temperatur, welche eine erhöhte 
maximale spezifische Glukose- und Glutaminaufnahmerate sowie 
Laktatproduktionsrate (Abb. 4.36) bewirkt. Allerdings sind bei einer 
Kultivierungstemperatur von 34,0°C eher noch höhere Werte (Glukoseaufnahme und 
Lakatbildung) bestimmt worden als bei einer Temperatur von 37,0°C (Abb. 4.36). Die 
batch-Kultivierung bei 34,0°C wurde allerdings nicht wiederholt. 
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Abb 4.36 Maximale spezifische Glukose- und Glutaminaufnahmerate und Laktatbildungsrate in 
Abhängigkeit von der Kultivierungstemperatur. 
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Abb 4.37 Ertragskoeffizienten YLac/Glc und Ausbeutekoeffizienten YMAk/Glc und YMAk/Gln in 
Abhängigkeit von der Kultivierungstemperatur. 
 
Der Vergleich der Ertragskoeffizienten Ylac/glc zwischen 34,0°C, 35,5°C und 37°C 
bestätigt das Bild der maximalen spezifischen Glukoseverbrauchsraten und der 
Laktatproduktionsraten (Abb. 4.36 und Abb. 4.37). Das Verhältnis der vollständigen 
Oxidation der aufgenommenen Glukose zu CO2 zu dem unvollständigen Abbau zu 
Laktat ist am niedrigsten bei der optimalen Temperatur für die höchste Produktivität 
des rekombinanten Proteins. 
Die Ausbeutekoeffizienten YMAk/Glc und YMAk/Gln erreichen deutliche Maximalwerte bei 
35,5°C im Vergleich zu 34,0 und 37,0°C (Abb. 4.37). Die Ausbeute des anti-EGFR-
IL2-Fusionsproteins bezogen auf die beiden Hauptkohlenstoffquellen Glukose und 
Glutamin war bei 35,5°C etwa 40% höher als bei 37°C. Diese Daten geben weitere 
Hinweise darauf, dass die Enzyme des Proteinproduktions- und 
Proteinsekretionssystems der Zellen besonders positiv auf diese 
Temperaturerniedrigung reagieren. Die geringen Änderungen der 
Kultivierungstemperatur schon um 1,5°C haben gravierende Effekte in Bezug auf 
Wachstum, Vitalität und rekombinante Proteinproduktion bzw. –sekretion zur Folge. 
Diese zeigt, dass die Temperaturbandbreite um das Optimum dieser BHK-Zellen 
besonders schmal ist. Die Zellen sterben schon bei nur 3,0°C über diesem Optimum 
ab [Diplomarbeit Katharina Abst, 2001]. 
Es wurde daher bei den Versuchen, die nach diesen Untersuchungen erfolgten, 
meist bei einer Temperatur von 35,5°C durchgeführt. 
 
 
 
 
 
 
 
Ylac/glc YMAk/glc YMAk/gln 
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Maßstabstübertragung der Ergebnisse zur Kultivierungstemperatur in den 2L-
Reaktor (Perfusionsbetrieb mit Bleeding) 
Die Ergebnisse aus den batch-Kultivierungen in Spinnerkulturflaschen in bezug auf 
die Kultivierungstemperatur wurden auf einen Rührkessel übertragen. Ein 2L-
Rührkessel mit einem Arbeitsvolumen von 1L wurde kontinuierlich perfusiv mit bleed 
betrieben. Als Zellrückhaltesystem kam ein interner Spinfilter mit 75µm Porenweite 
zum Einsatz. Während der gesamten Fermentation wurde ein pH-Wert zwischen 7,0 
und 7,3 manuell über den CO2-Anteil in der Zuluftgasphase geregelt. Die 
Gelöstsauerstoffkonzentration wurde manuell auf einen Wert von 50% geregelt. Der 
Gesamtgasflow in der Zuluftphase betrug 5L*h-1 (0,083 vvm). Es wurde eine 
Rührerdrehzahl von 200rpm eingestellt.  
Der Fermenter wurde mit einer Zelldichte von 8*104vc*mL-1 inokuliert und während 
der ersten 140h im Batch-Modus betrieben bis eine Zelldichte von etwa 
2,5*105vc*mL-1 erreicht war. Der Fermenter wurde dann in den Perfusionsbetrieb 
genommen mit einer Perfusionsrate von 0,02 h-1 zwecks Erhöhung der Zelldichte. 
Nach etwa 240h (Gesamtkultivierungszeit) erreichte die Fermentation eine 
durchschnittliche Zelldichte von etwa 1,0*106vc*mL-1. Der erste steady state wurde 
mittels Hinzuschalten eines entsprechenden Bleedanteils auf eine Zelldichte von 
1,0*106vc*mL-1 eingestellt. Regelparameter für die Gesamtdurchflussrate war das 
Substrat Glutamin. Der Gehalt wurde bei der täglichen Probenahme quantifiziert und 
die Gesamtdurchflussrate so angepasst, dass die Glutaminkonzentration im Reaktor 
nicht unter 0,5mmol*L-1 sank (Abb. 4.39). Der erste stationäre Zustand 
(1,0*106vc*mL-1, Gesamtdurchflussrate von 0,04 h-1) konnte nach ca. 380-400h 
Kultivierungszeit mit einer Gesamtdurchflussrate von 0,04 h-1 erreicht werden 
(Perfusionsanteil: DP=0,022h-1, Bleedanteil: DB=0,018h-1). 
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Abb 4.38 Zelldichte im 2L Reaktor und im Bleeding-Strom und Vitalität der Zellen im Fermenter. 
Zellrückhaltung mittels Spinfilter. Die gestrichelte Linie zeigt den Zeitpunkt (ca. 690h) 
der Temperaturabsenkung von 37,0°C auf 35,5°C an. 
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Abb 4.39 Gesamtdurchflussrate (Perfusionsrate und Bleedingrate) im 2L Reaktor und 
Glutaminkonzentration (Leitsubstrat für Durchflussrate) im Fermenter im Verlauf der 
Kultivierung. 
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Abb 4.40 Anti-EGFR-IL2-Fusionsproteinkonzentration und vitale Zelldichte im 2L Reaktor im 
Verlauf der Kultivierung (Perfusion mit Bleeding). 
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Die Durchflussrate des Perfusionsanteils wurde von 0,022 auf 0,032h-1 erhöht bei 
gleichzeitiger Reduktion des Bleedanteil (von DB=0,018h-1 auf DB=0,011h-1), so dass 
die Zelldichte im Reaktor von 1,0*106vc*mL-1 auf 2,0*106vc*mL-1 eingestellt werden 
konnte (bei etwa 450h Kultivierungszeit, Abb. 4.41). Es war aufgrund des 
glutaminostatischen Betriebsmodus’ notwendig, die Gesamtdurchflussrate nach etwa 
550h Kultivierungszeit auf DG=0,045h-1 nachzustellen (Perfusionsanteil: DP=0,033h-1, 
Bleedanteil: DB=0,012h-1). Der zweite steady state (2,0*106vc*mL-1) wurde somit 
nach 600h erreicht. 
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Abb 4.41 Gesamtdurchflussrate, Perfusionsanteil und Bleedanteil während der kontinuierlichen 
Fermentationsphasen: batch-Phase(P I), Übergangsphase Perfusion (P II), Perfusion 
mit Bleeding, Zelldichte mit 1*109vc*mL-1 (P III), Übergangsphase (P IV), Zelldichte mit 
2*109vc*mL-1 und 37°C (P V) und nach der Temperaturreduzierung auf 35,5°C (P VI). 
 
Die Kultivierungstemperatur wurde während der ersten 690h Fermentationszeit auf 
37,0°C geregelt und nach Erreichen des steady states mit einer Zelldichte 
2,0*106vc*mL-1 reduziert auf 35,5°C.  
Durch die Kultivierungstemperaturreduzierung von 37,0°C auf 35,5°C wurde die anti-
EGFR-IL2-Fusionsproteinkonzentration im Fermenter um nahezu 100% gesteigert 
werden (Abb. 4.40). Die Ergebnisse der Produkttitersteigerung bei 
Temperaturerniedrigung von der Standardkultivierungstemperatur 37,0°C auf 35,5°C 
konnten von den Spinneruntersuchungen auf den Rührkessel übertragen und 
reproduziert werden [Diplomarbeit Katharina Abst, 2001]. 
Die nähere Untersuchung der spezifischen Wachstumsraten bestätigt (Abb.4. 44), 
wie bei den batch-Kultivierungen, dass mit höherer Kultivierungstemperatur die 
spezifische Wachstumsrate im Mittel ebenfalls ansteigt (Vergleich steady state in 
Phase VI und Phase V). Die niedrigere spezifische Wachstumsrate während Phase 
III im Vergleich zu Phase V ist erklärbar mit der Erhöhung des Perfusionsanteils von 
55% (P III) auf 73% (P V) an der Gesamtdurchflussrate. Dadurch hat sich der 
Zellverlust durch den Spinfilter erhöht (Abb. 4.38), dieser muss durch eine 
Steigerung der spezifischen Wachstumsrate kompensiert werden. Ein weiterer Faktor 
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kommt hier hinzu: infolge der Erhöhung der Gesamtdurchflussrate (zwischen P III 
und P V) kann es zu einer Reduzierung oder Aufhebung einer Limitierung gekommen 
sein, so dass die Wachstumsrate angestiegen ist. 
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Abb 4.42 Spezifische Glukoseverbrauchsrate und Laktatbildungsrate im Verlauf der 
Perfusionsfermentation mit Bleeding. Batch-phase (P I), Übergangsphase Perfusion 
und Perfusion mit Bleeding (P II), erster steady state mit 1*106vc*mL-1 (P III), 
Übergangsphase (P IV), zweiter steady state mit 2*106vc*mL-1 (P V), Reduzierung der 
Temperatur von 37,0 auf 35,5°C (ca. 690h), dritter steady state bei 35,5°C (P VI). 
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Abb 4.43 Ertragskoeffizienten Ylac/glc und YNH4+/gln im Verlauf der Perfusionsfermentation mit 
Bleeding. Batch-phase (P I), Übergangsphase Perfusion und Perfusion mit Bleeding 
(P II), erster steady state mit 1*106vc*mL-1 (P III), Übergangsphase (P IV), zweiter 
steady state mit 2*106vc*mL-1 (P V), Reduzierung der Temperatur von 37,0 auf 35,5°C 
(ca. 690h), dritter steady state bei 35,5°C (P VI). 
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Abb 4.44 Spezifische Wachstumsrate während der drei steady state-Phasen: Zelldichte mit 
1*106vc*mL-1 und 37°C (P III), Zelldichte mit 2*109vc*mL-1 und 37°C (P V) und nach 
der Temperaturreduzierung auf 35,5°C (P VI). 
 
Die spezifische Glukoseaufnahmerate und die spezifische Laktatbildungsrate 
reduzierten sich mit Erhöhung des Perfusionsanteils an der Gesamtdurchflussrate 
und dem damit verbundenen Anstieg der Zelldichte im Reaktor (Abb. 4.42 PIII und 
PV). Infolge des Temperaturshifts von 37,0 auf 35,5°C kam es zu einer leicht 
erhöhten spezifischen Glukoseaufnahmerate, welche bei gleichzeitig nahezu 
unveränderter spezifischer Laktatbildungsrate zu einem mäßigen Absinken des 
Ertragskoeffizienten YLac/Glc führte (Abb. 4.43 PV und PVI). Ein direkter metabolischer 
Zusammenhang im Vergleich zu den Ergebnissen im batch-Modus in 
Spinnerkulturflaschen konnte nicht gefunden werden. 
Die Auswertung der Ausbeutekoeffizienten YMak/Glc und YMak/Gln (Abb. 4.45) hingegen 
ließ eine deutliche Steigerung der Produktion bzw. Sekretion des anti-EGFR-IL2-
Fusionsproteins erkennen bei Absenken der Kultivierungstemperatur um 1,5°C von 
der Standardtemperatur 37,0°C auf 35,5°C. Im Perfusionsbetrieb mit Bleed (Bleed 
entspricht einem Chemostatanteil) war die rekombinante Proteinausbeute um etwa 
112% bezogen auf Glukose und um ca. 118% in Bezug auf Glutamin höher bei einer 
Kultivierungstemperatur von 35,5°C in Relation zu 37,0°C. Diese kontinuierliche 
Betriebsweise im Rührkessel konnte somit die Verbesserung, die in der batch-
Kultivierung in Spinnerflaschen bereits festgestellt wurde (ca. 40% des YMak/Glc und 
YMak/Gln 35,5°C zu 37,0°C), noch deutlich steigern. Da im Rührkessel eine erheblich 
bessere Durchmischung, Gasversorgung und Regelung bzgl. pO2 und pH-Wert 
gewährleistet werden kann als dies in den Spinnerkulturflaschen (ohne aktive 
Begasung, keine pH-Wert und pO2-Kontrolle oder Regelung) möglich war, sind diese 
Ergebnisse erklärbar. Dies wird bestätigt durch die Ergebnisse der Raum-Zeit-
Ausbeute, die etwa verdoppelt wurde infolge der Temperaturoptimierung (Abb. 4.46). 
Eine verbesserte Expression von rek. Proteinen bei reduzierter 
Kultivierungstemperatur ist in der Literatur beschrieben [Schatz et al., 2003]. Auch 
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wird der positive Einfluss von erniedrigter Temperatur auf Proteom, Produktivität und 
Phosphorylierungsgrad in der Zelle in der Literatur dargestellt [Kaufmann et al., 
1999]. 
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Abb 4.45 Ausbeutekoeffizienten YMAk/glc und YMAk/gln während der drei steady states (P III, P V 
und P VI) während der Perfusionsfermentation mit Bleeding im 2L-Rührkessel. 
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Abb 4.46 Raum-Zeit-Ausbeute während der drei steady states (P III, P V und P VI) während der 
Perfusionsfermentation mit Bleeding im 2L-Rührkessel. 
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4.2.1.3 Zusammenfassung Kultivierungsparameter 
 
Tab. 4.3 Übersicht der untersuchten Kultivierungsparameter und der optimierten Ergebnisse 
 
Medienbestandteile: 
Limitierungen: 
Aminosäuren: 
            Serin 
            Valin 
 
0,5 (SMIF-6), 1,0, 2,0, 3,0mmol*L-1 
0,5 (SMIF-6), 0,8, 1,0, 3,0mmol*L-1 
 
kein Einfluss auf Wachstum 
und Produktbildung 
Inhibierungen: 
Laktat: 0, 20, 40, 50, 60mmol*L-1 Startkonz. 
(420mosmol*kg-1) 
RZA und YP/X max. bei 
20mmol*L-1 Laktat 
è60mmol*L-1 inhibierend 
Osmolalität: 320 (SMIF-6), 360, 380, 
400mosmol*kg-1 
Opt. bei 320mosmol*L-1 
Ammonium: 0, 2, 3, 4, 5, 8mmol*L-1 Startkonz. RZA max. bei 0mmol*L-1, 
YP/X max. bei 3mmol*L-1  
è8mmol*L-1 inhibierend 
Kultivierungsparameter: 
Gelöstsauerstoff: 5%, 30%, 50%, 90% pO2  RZA opt. 5-50%, qPmax opt. 
pO2 30%-50% 
pH-Wert 6,8, 7,0, 7,3, 7,6 RZA opt. 7,0-7,6, qPmax opt. 
pH 7,3 
Temperatur: 34,0°C, 35,5°C, 37,0°C, 38,5°C RZA und qPmax max. bei 
35,5°C (RZA 50% höher 
als bei 37,0°C, RZA im 
2L Fermenter sogar 
verdoppelt bei 35,5°C im 
Vergleich zu 37,0°C) 
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4.2.2 Reaktorkonzept/Prozessführung 
Die verfahrenstechnische Optimierung von Prozessen betrachtet unter anderem die 
Übertragung der Kultivierungsbedingungen im Spinnersystem auf den 
Rührkesselmaßstab. Wird in Spinnerkulturflaschen meist im batch oder fed-batch 
Modus kultiviert, so werden im Rührkessel auch kontinuierliche Betriebsweisen 
(Chemostat, Perfusion mit unterschiedlichen Zellrückhaltesystemen) verstärkt 
untersucht. Die Fementation im Chemostatbetrieb macht eine vereinfachte 
Evaluierung von Wachstums- und Stoffwechselparametern unter stationären 
Bedingungen möglich. Mit den Verfahren der perfusiven Fermentation mit 
unterschiedlichen Zellrückhaltesystemen kann eine Erhöhung der Raum-Zeit-
Ausbeute erreicht werden im Vergleich zu batch oder chemostatischer Fahrweise. 
Es wurden im 2L- (VR=1L) und 6,5 L- (VR=2L) Rührkessel mit chemostatischen und 
perfusiven Betriebsweisen etabliert. Als Zellrückhaltesysteme kam ein interner 
Spinfilter mit einer Porenweite von 75µm und ein Ultraschallsystem der Firma 
Applicon® zu Einsatz. Beide Systeme wurden miteinander verglichen. Letzteres 
System wurde in Zusammenarbeit mit der Firma Applicon für den Einsatz mit BHK-
Zellen evaluiert. 
4.2.2.1 Chemostatische Betriebsweise 
Ein 2L-Rührkessel wurde mit ca. 1,5*105vc*mL-1 Zellen in einem Arbeitsvolumen von 
1L inokuliert. Der Fermenter wurde manuell bei einem pO2 von ca. 45% geregelt und 
ein pH-Wert von etwa 7,4 mittels CO2 in der Zuluftgasphase eingestellt. Der 
Fermenter hatte während der gesamten Fermentation eine Rührergeschwindigkeit 
von 200 rpm. Der Gesamtgasflow betrug 5 L*h-1 (0,083 vvm). Die 
Kultivierungstemperatur betrug 37,0°C.  
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Abb 4.47 Vitale Zelldichte, anti-EGFR-IL2-Fusionsprotein-Konzentration während einer 
Chemostatfermentation im 2L-Rührkessel (VR=1L). Die gestrichelte Linie zeigt etwa 
den Zeitpunkt an, ab dem ein steady state erreicht worden ist.  
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Nach einer batch-Phase von etwa 170h wurde der kontinuierliche Chemostatbetrieb 
aufgenommen. Nach etwa 660h konnte ein steady state erreicht werden, der dann 
ungefähr 10 Tage aufrechterhalten wurde. Die Durchflußrate betrug D=0,02h-1. 
Sowohl die vitale Zelldichte als auch die Produktkonzentration (Abb. 4.47), aber auch 
die Metabolite (hier nicht gezeigt) zeigten eine gute Konstanz während der steady 
state Phase. Die spezifische Produktbildungsrate während des steady states betrug 
2,83 mg*10-9vc*d-1 (+/- 0,41). Es wurde eine Raum-Zeit-Ausbeute von 1,71 mg*L-1*d-1 
(+/- 1,33) während der stationären Phase erreicht. Es wurde auch eine Fermentation 
in chemostatischer Betriebsweise im 6,5L-Rührkessel (VR=2L) mit der Aufnahme des 
pCO2 (Sonde der Firma YSI®) durchgeführt (Abb. 4.48). Nach einer batch-Phase von 
210h wurde eine Durchflußrate von D=0,02h-1 eingestellt. 
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Abb 4.48 Vitale Zelldichte, pCO2 (Gelöstkohlendioxidgehalt) und CO2 in der Gaszuluftphase, 
während einer Chemostatfermentation im 6,5L-Rührkessel (VR=2L). Die 
Durchflussrate betrug nach einer batch-Phase zu Beginn der Fermentation nach etwa 
210h D=0,02h-1. 
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4.2.2.2 Perfusive Betriebsweise (interner Spinfilter als 
Zellrückhaltesystem) 
In einem 2L-Rührreaktor wurde die batch-Phase mit 2*105vc*mL-1 in 1L 
Arbeitsvolumen inokuliert. Nach etwa 260h batch-Phase wurde der kontinuierliche 
Perfusionsbetrieb aufgenommen. Die Kultivierungstemperatur betrug 37,0°C.  
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Abb 4.49 Vitale Zelldichte (im Reaktor und im Perfusionsablauf), Zellrückhalterate und Vitalität 
(oben) und Perfusionsrate und Rührergeschwindigkeit (unten) während der 
Perfusionsfermentation im 2L-Rührkessel.  
 
Der Gelöstsauerstoffgehalt konnte nur manuell „geregelt“ werden. Da mit dem 
Anstieg der Zelldichte im Lauf der Fermentation der Sauerstoffverbrauch 
entsprechend erhöht ist, war es notwendig, die Gaszusammensetzung der Zuluft so 
einzustellen, dass eine Sauerstofflimitierung im Fermenter vermieden wurde. Der 
Sauerstoffanteil in der Zuluft wurde sukzessiv erhöht bis die Begasung 100% O2 
erreichte (Abb. 4.51). Da der pO2 nur noch unter 5% lag, wurde die 
Gesamtvolumenstrom von 5L*h-1 (0,083vvm) auf 10L*h-1 (0,167vvm) erhöht und 
parallel die Rührergeschwindigkeit gesteigert (Abb. 4.49 unten). Der pH-Wert sank 
mit den hohen Zelldichten (nach etwa 650h) auf 6,8. Die Perfusionsrate wurde so 
angepasst (Abb. 4.49 unten), dass eine Glutaminkonzentration im Fermenter 0,5 bis 
1,0mmol*L-1 betrug (Abb. 4.50). 
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Die Zellrückhaltung mittels des internen Spinnfilters war sehr effektiv, da eine 
maximale Zelldichte von etwa 1,0*107vc*mL-1 bei einer mittleren Zellrückhalterate 
von 94,6% +/- 3,3 erreicht werden konnte (Abb. 4.49). 
Eine weitere Kultivierung war nicht möglich, da der Sauerstoffeintrag mittels der 
diffusiven, blasenfreien Begasungsform nicht mehr erhöht werden konnte ohne die 
Zellen zu schädigen (z.B. durch Erhöhung der Rührerdrehzahl). Eine ausreichende 
Sauerstoffversorgung war daher am Ende der Fementation nicht mehr möglich. Die 
Produktivität sank deshalb zum Ende hin auch wieder ab (Abb. 4.52). Der zweite 
Grund für die Limitierung trat ein durch die hohe CO2-Produktion der Zellen. Der 
hohe CO2-Gehalt in der Kulturlösung bewirkte das Absinken des pH-Wertes auf 
Werte um 6,8 (erkennbar auch an der gelben Farbe der Suspension Abb. 4.53). 
Diese Werte haben inhibierende Wirkung auf Zellwachstum und Produktbildung 
(s. auch Abschnitt zur Untersuchung der Prozessparameter: pH-Wert). Der limitierte 
Austrag des produzierten CO2‘s ist durch das diffusive blasenfreie Begasungssystem 
begründet, analog zu der Begrenzung des O2-Eintrags. Die Diffusion über die 
Begasungsmembran wird auch durch den Zell- und Proteinfilm infolge der langen 
Fermenationszeit und der hohen Zelldichten zusätzlich erschwert. Dieser Effekt wird 
dadurch verstärkt, da die BHK-Zellen bei längeren Kultivierungszeiten eine gewisse 
Neigung zum Adhärenzverhalten zeigen, so dass ein Zellbewuchs von 
Reaktoreinbauten (Elektroden, Begasungsmembran etc.), die in die Suspension 
reichen, beobachtet wurde. 
Es wurde eine maximale anti-EGFR-IL2-Produktkonzentration im Fermenter von 
66,0mg*L-1 erzielt. Im Zeitraum von 660-700h erreichte die Raum-Zeit-Ausbeute etwa 
200mg*L-1*d-1 (Dies entspricht: 0,2kg*m-3*d-1). Um diese Ausbeute über einen 
längeren Zeitraum zu erhalten, ist die Verfahrensweise eines Perfusionsbetriebs mit 
Bleeding also bevorzugte Verfahrensweise einzusetzen (s. auch Abschnitt 
Maßstabsübertragung des Prozessparameters Kultivierungstemperatur in den 2L-
Rührkessel).  
Insgesamt wurde eine kontinuierliche, glutaminostatische Perfusionsfermentation mit 
einem internen Spinnfilter als Zellrückhaltesystem erfolgreich bis an die Grenzen 
eines blasenfreien diffusiven Begasungsystems durchgeführt. Die 
Produktkonzentration und die Raum-Zeit-Ausbeute wurden mit dieser Betriebsweise 
deutlich gesteigert. 
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Abb 4.50 Glukose- und Glutaminkonzentration im Reaktor (R) während der  
Perfusionsfermentation im 2L-Rührkessel mit internem Spinfilter 
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Abb 4.51 Vitale Zelldichte, Gelöstsauerstoffkonzentration im Reaktor, Sauerstoffanteil in der 
Zuluftgasphase und Gesamtvolumenstrom der Zuluft während der 
Perfusionsfermentation im 2L-Rührkessel mit internem Spinfilter als 
Zellrückhaltesystem.  
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Abb 4.52 Vitale Zelldichte (optisch und mittels Partikelzählgerät (CASY) bestimmt) und anti-
EGFR-IL2-Proteinkonzentration im Reaktor im Verlauf der Perfusionsfermentation im 
2L-Rührkessel mit internem Spinfilter  
 
 
 
 
Abb 4.53 Foto des 2L-Rührkessels mit einer Zelldichte von etwa 1,0*107vc*mL-1 im Reaktor 
(links) und Produkternte des Abflusses nach Zellrückhaltung durch den internen 
Spinfilter (rechts) (Gesamtfoto: s. Material und Methoden). 
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4.2.2.3 Perfusive Betriebsweise (Ultraschallzellrückhaltesystem) 
Ein 6,5L-Rührkessel wurde mit 1,3*105vc*mL-1 BHK-Zellen in einem Arbeitsvolumen 
von 1,6L inokuliert. Das Arbeitsvolumen des Fermenters wurde in mehreren Schritten 
auf 2,0L erhöht und nach etwa 190h mit dem kontinuierlichen Betrieb im 
Perfusionsmodus begonnen. Die Fermentation wurde bei einer Temperatur von 37°C 
und mit einer Rührergeschwindigkeit von 200rpm durchgeführt. Der Gesamtfluss der 
Begasung betrug 10L*h-1 (0,083vvm). Die Perfusionsrate wurde so angepasst, dass 
eine Limitierung von Glukose und Glutamin vermieden wurde und die Vitalität der 
Zellen im Reaktor nicht unter 80% absank. Die online-Messung des pCO2 wurde 
mittels einer pCO2-Sonde von YSI® getestet und aufgezeichnet. 
 
 
Abb 4.54 Vitale Zelldichte im Reaktor und im Perfusionsablauf (A), Vitaliät, Perfusionsrate und 
Zellrückhaltung im Verlauf der Perfusionsfermentation im 6,5L-Rührkessel mit 
Ultraschallzellrückhaltung. Die gestrichelte Linie zeigt den Zeitpunkt an, zum der 
Keramikmikrosparger in Betrieb genommen wurde. 
 
Es wurde eine maximale Zelldichte im Reaktor von etwa 6*106vc*mL-1 erreicht. Der 
Einsatz der Ultraschallzellrückhaltung zeigte eine sehr gute Zellrückhaltung, welche 
während der gesamten Perfusionsfermentation im Mittel bei 99,1% +/- 0,9 lag. 
Während des ersten Teils der Perfusionsfermentation wurde mittels einer Membrane 
diffusiv, blasenfrei begast. Nach einer Fermentationszeit von etwa 790h wurde zur 
Begasung ein Keramik-Mikrosparger eingesetzt. Die Einstellung des pO2 wurde sehr 
erschwert, da die Begasung mittels der sehr kleinen Blasen sehr niedrige Gasflüsse 
erforderte. Infolge der Einstellung der Gasflüsse erreichte der Gelöstsauerstoff 
zeitweise Werte, die deutlich über 100% lagen. Dadurch wurden die Zellen teilweise 
stark geschädigt (Abb. 4.55). Dies wird belegt durch das Absinken der vitalen 
Zelldichte und der Vitalität im Reaktor (Abb. 4.54). Noch deutlicher ist erkennbar, wie 
die Zellkultur im Fermenter durch die kurzzeitigen Sauerstoffpulse geschädigt wurde, 
bei Betrachtung der Produktkonzentrationen (Abb. 4.56). Etwa 30h nach den hohen 
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Sauerstoffgehaltswerten im Reaktor viel die Produktkonzentration von 50 auf nahezu 
10mg*L-1.  
 
 
Abb 4.55 Vitale Zelldichte und Gelöstsauerstoffgehalt im Verlauf der Perfusionsfermentation im 
6,5L-Rührkessel mit Ultraschallzellrückhaltung. 
 
 
 
Abb 4.56 Vitale Zelldichte und anti-EGFR-IL2-Proteinkonzentration im Verlauf der 
Perfusionsfermentation im 6,5L-Rührkessel mit Ultraschallzellrückhaltung. 
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Die Methode der Zellrückhaltung mittels Ultraschall zeigte zwar eine sehr gute 
Zellrückhaltung, jedoch ist es notwendig, die Parameter des Ultraschallfeldes und der 
Pumpen (Kreislaufpumpe, die permanent in Betrieb sein muss) auf die jeweilige Zelle 
genau abzustimmen. Schädigungen können eintreten durch die erhöhte Scherung 
der Pumpen. Die Ultraschallkammer entwickelte sehr viel Abwärme, welche nur zum 
Teil durch die an der Kammer vorgesehene Luftkühlung reduziert wurden. Gerade 
bei Betriebszeiten von mehr als 1000h kam es zu einem Anhaften von Zellen in der 
Kammer, die zeitweise auch zu einem Verstopfen der Ultraschallkammer führte, 
meist nach der Fermentationszeit über Nacht. Es ist daher davon auszugehen, dass 
diese Zellen ebenfalls geschädigt wurden (hohe Temperaturen, unzureichende 
Versorgung mit Sauerstoff und Medium).  
Die bei dieser Fermentation erreichte maximale Raum-Zeit-Ausbeute betrug etwa 
82 mg*L-1*d-1 und einer maximalen spezifischen Produktbildungsrate von 
23mg*10-9vc*d-1 (Abb. 4.57). 
Der Vergleich der vitalen Zelldichte und der Produktkonzentration im Verlauf der 
Fermentation (Abb. 4.56) lässt sehr deutlich die wachstumsgekoppelte 
Produktbildung dieser BHK-Zelllinie erkennen.  
Jedoch nach dem Abfall der Zelldichte und der Produktbildung konnte sich die Kultur 
auch bei Beschränkung auf blasenfreie Begasung und durch Reduzierung der 
Perfusionsrate nicht mehr erholen. Die weitere Optimierung der Perfusionsparameter 
(Durchflussraten, Begasungsystem, Feeding, Leistungsparameter der 
Ultraschallkammer etc.) hätte wahrscheinlich höhere Zelldichten erreichen können. 
 
 
Abb 4.57 Anti-EGFR-IL2-Proteinkonzentration, spezifische Produktbildungsrate und Raum-Zeit-
Ausbeute im Verlauf der Perfusionsfermentation im 6,5L-Rührkessel mit 
Ultraschallzellrückhaltung. 
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4.2.2.4 Zusammenfassung Reaktorkonzept/Prozessführung 
Eine Übersicht über die maximalen spezifischen Produktbildungsraten und der 
Raum-Zeit-Ausbeuten der unterschiedlichen Kultivierungssysteme und 
Betriebsweisen zeigen, dass vor allem zur Erhöhung der Raum-Zeit-Ausbeuten die 
kontinuierliche Perfusionsbetriebsweise sehr gut geeignet ist (Abb. 4.58). Die batch-
Kultivierung wurde in einer Spinnerflasche mit diffusiver Begasung in einem CO2-
Brutschrank durchgeführt. Die hier ausgewerteten Kultivierungen wurden unter 
vergleichbaren Bedingungen durchgeführt hinsichtlich Kultivierungstemperatur und 
Medienzusammensetzung. 
 
 
 
 
Abb 4.58 Maximale spezifische anti-EGFR-IL2-Produktbildungsrate und Raum-Zeit-Ausbeute in 
Abhängigkeit von unterschiedlichen Kultivierungssystemen und Betriebsweisen 
(Chemostat: 2L-Rührkessel, batch: 500mL-Spinnerflasche, Perfusion mit Spinfilter: 2L-
Rührkessel, Perfusion mit Ultraschallzellrückhaltung: 6,5L-Rührkessel). 
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4.3 Rationale Ansätze zur Bioprozessentwicklung: 
Werden bei der klassischen Prozessentwicklung weitgehend Einflussfaktoren von 
außen (in Bezug auf die Zelle) betrachtet, so zielt die rationale 
Bioprozessentwicklung auf Untersuchungen der intra- und extrazellulären Vorgänge 
der Zellen. 
4.3.1 Methodenetablierung/Reaktorauslegung 
Die Untersuchung der intrazellulären metabolischen Flüsse in Säugerzellen wurde 
unter stationären Bedingungen durchgeführt. Im steady state einer chemostatischen 
Fermentation wurde 13C-markierte Glukose zugegeben, die Biomasse geerntet und 
lyophilisiert. Nach einer sauren Proteinhydrolyse wurden die Markierungsanteile in 
den proteinogenen Aminosäuren im 2D-NMR gemessen. 
Vor Durchführung des ersten Markierungsexperiments war es erforderlich, die 
Bedingungen zu ermitteln, die die Stoffflussanalyse mittels NMR im steady state 
ermöglicht. Vor allem optimale Durchflussrate, Zugabedauer der 13C-markierten 
Glukose ins Medium unter stationären Bedingungen, die Biomasseernte und 
-aufarbeitung mussten untersucht und optimiert werden. 
Ein 2L-Rührreaktorsystem (VR=1L) wurde zur Überprüfung der Prozessführung für 
das kontinuierliche Verfahren (Chemostat) etabliert. Nach einer batch-Phase von 
100h wurde die Fermentation in den kontinuierlichen Betrieb genommen. 
Zellwachstum und Produktkonzentration wurden in Abhängigkeit unterschiedlicher 
Durchflussraten ermittelt (Abb. 4.59 und 4.60). Nach Erreichen des steady states 
wurde die Durchflussrate erhöht bis es zum sog. „washout“ kam. Dieser wurde 
erreicht als bei einer Durchflussrate von D=0,03h-1 (bzw. D=0,72d-1) die Zellzahl stark 
absank (Abb. 4.59 nach etwa 520h Fermentationszeit).  
Die Darstellung des X-D-Diagramms zeigt, dass mit einer optimalen Durchflussrate 
von 0,025 h-1 ein Auswaschen der Kultur vermieden wurde (Abb. 4.61). 
Bei einer Durchflussrate von 0,025 h-1 erreichte die volumetrische Produktivität einen 
Wert von 2,1 mg/(L*d). 
Nach etwa 700 h wurde bei gleicher Durchflussrate (D = 0,025 h-1) die 
Begasungsrate von 0,08 vvm auf 0,17 vvm erhöht. Die MAb-IL2-Konzentration nahm 
auf etwa 5 mg*L-1zu. 
Nach Beendigung der Fermentation wurde die gesamte Biomasse abzentrifugiert, mit 
PBS-Puffer gewaschen und gefriergetrocknet. 
Die erhaltene Biotrockenmasse reichte für die saure Proteinhydrolyse (min. 100mg 
BTM für eine Proteinhydrolyse) und für die NMR-Analytik aus (Biomasse-Zellzahl-
Korrelation von 0,570gBTM/109vc). 
Die Stoffflussanalyse mittels NMR in der stationären Phase macht einen mind. 
95-98%iger Austausch des Zellproteins nach Zugabe des markierten Substrates im 
steady state erforderlich, damit bei der NMR-Messung sich die Signalstärke der 13C-
Markierung deutlich genug von dem „Hintergrundrauschen“ abhebt. 
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Abb 4.59 Vitale Zelldichten und anti-EGFR-IL2-Konzentrationen bei unterschiedlichen 
Durchflussraten während einer Chemostat-Kultur im 2L-Rührkessel (VR=1L).  
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Abb 4.60 Vitalität, pO2 und Durchflussraten einer Chemostat-Kultur im 2L-Rührkessel (VR=1L).  
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Abb 4.61 X-D-Diagramm aus einer Chemostat-Kultur im 2L-Rührkessel mit unterschiedlichen 
Durchflussraten.  
 
 
 
 
Abb 4.62 Modell einer Kinetik zur 13C-Markierungsanreicherung in der Biomasse unter 
stationären Bedingungen (Chemostat). Das markierte Substrat wird kontinuierlich 
zugegeben. Für geeignete NMR-Messungen sind mind. 95-98% 13C-Anreicherung der 
Biomasse erforderlich. 
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Die 13C-Markierung wird nur dann in das Zellprotein und die Zellsubstanz eingebaut, 
wenn die Zellen sich teilen. Hieraus ergibt sich unter Berücksichtigung der 
Fermentationsparameter (D=0,02h-1 bzw. D=0,48d-1) eine Anreicherungskinetik der 
Biomasse mit 13C. In einer Modellrechnung (Abb. 4.62) wurde die Zeitdauer ermittelt, 
während der 13C-markiertes Medium unter stationären Bedingungen kontinuierlich 
zugesetzt werden muss. Das Modell für die Anreicherungskinetik der Biomasse 
ergibt, dass nach 10 Tagen 13C-Markierung-Phase mind. 99,2% der Biomasse 
„gelabelt“ sind. Die optimale Zeitdauer für die Markierung 13C-gelabelter Glukose 
wurde daher mit etwa 10 Tagen ermittelt. 
4.3.2 Elementarbilanzen (C/N), Biomassezusammensetzung 
Zur Stoffbilanzierung ist es notwendig, die Zusammensetzung der Biomasse zu 
ermitteln. 
 
Elementarbilanzen (C/N) 
Es wurde aus batch-Kulturen von BHK-Zellen (MERCK), Hybridoma-Zellen (Mk 425) 
und CHO-Zellen sowohl Zellmasse als auch Kulturüberstand (zellfreifiltriert) geerntet. 
Nach dem Waschen mit isotonischer NaCl-Lösung wurde die Biomasse lyophilisiert. 
Von der Zellbiotrockenmasse wurde eine Elementaranalyse (C,N,O,H,S) 
durchgeführt und von den Kulturüberständen der TOC, DOC und TN bestimmt (Firma 
Dr. Weßling Laboratorien GmbH, Bochum). Im Vergleich der Elementaranteile an der 
Biomasse zwischen den untersuchten Zelllinien zeigten sich vor allem bei BHK und 
Hybridoma große Übereinstimmungen (Abb. 4.63). Der Kohlenstoffanteil an der 
Biomasse bei CHO-Zellen ist verglichen mit den beiden anderen hier untersuchten 
Zelllinien leicht erhöht. 
 
Abb 4.63 Elementaranalyse der Biomasse. Prozentuale Anteile der Elemente Kohlenstoff, 
Stickstoff, Sauerstoff, Wasserstoff und Schwefel an der Biotrockenmasse. Alle hier 
untersuchten Zellen waren im Institut für Biotechnologie 2, Forschungszentrum Jülich, 
in Kultur: BHK-Zelllinie (MERCK), Hybridoma (Mk-425) und CHO-Zelllinie (rek. CHO-
K1). 
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Abb 4.64 C-Bilanz des SMIF-6-Medium: Prozentuale Kohlenstoffanteile der wichtigsten 
Substrate. Der Gesamtkohlenstoffgehalt des Mediums beträgt 2,979 g C/L. 
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Abb 4.65 C-Bilanz der Produktbildung: Prozentuale Kohlenstoffanteile der analysierten Produkte 
Biotrockenmasse, CO2 und TOC. Diese umfassen 98,7% des Kohlenstoffs (entspricht 
2,945 g C /L), der mit den Substraten des SMIF-6-Mediums der Kultur zugeführt wird. 
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C-Konzentration der gebildeten Produkte
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Abb 4.66 Verteilung der Kohlenstoffkonzentration der Hauptmetabolismusprodukte: Laktat, 
Alanin, Prolin, CO2 und der Biotrockenmasse. 
 
Die C-Bilanz der Substrate (SMIF-6-Medium) in der Zellkultur bestätigt, dass die 
Hauptquelle des Kohlenstoffs Glukose und Glutamin ist (Abb. 4.64). Die 
Aminosäuren machen zwar einen Kohlenstoffanteil von 23% aus, jedoch sind hier 
auch die essentiellen Aminosäuren enthalten, die dem Zentralmetabolismus als C-
Quelle nicht zur Verfügung stehen.  
Die Quantifizierung des Kohlenstoffs in den Produkten Biomasse, CO2 und TOC 
(Abb. 4.65) ergab in der Summe einen C-Gehalt von 2,945g C /L. Im Vergleich zu 
der Kohlenstoffkonzentration der Substrate des Mediums von 2,979g C /L konnte so 
die Kohlenstoffbilanz auf 98,7% geschlossen werden. 
Die wesentlichen Anteile der C-Bilanz der Produkte wurden analysiert und bestanden 
aus den Stoffwechselprodukten Laktat, Alanin und Prolin (Abb. 4.64). Unter dem 
Anteil des Kohlenstoffs der anderen Aminosäuren sind die Aminosäuren 
zusammengefasst, die nach der batch-Kultivierung noch im Medium verblieben sind. 
Der C-Anteil des anti-EGFR-IL2-Proteins betrug etwa 0,003 g C /L, das entspricht 
ca. 0,11% des Kohlenstoffs der Produkte. Somit kann dieser Anteil in der C-Bilanz 
vernachlässigt werden und kann im Stoffwechselmodell unberücksichtigt bleiben. 
Die C-Bilanz wurde sowohl für BHK-Zellen als auch für Hybridoma-Zellen bestimmt 
(Abb. 4.67). Die CO2-Produktion konnte nur in einer Kultivierung gemessen werden, 
so dass die CO2-Bildung für Hybridoma nicht quantifiziert werden konnte. Damit die 
C-Bilanz geschlossen werden kann, ist eine niedrigere CO2-Produktion bei 
Hybridoma-Zellen im Vergleich zu BHK-Zellen sehr wahrscheinlich (max. etwa 
0,570g C /L im Vergleich zu 0,719g C/L von BHK-Zellen). 
Für die BHK-Zelllinie (MERCK) und für die Hybridoma-Zellline (Mk 425) wurde eine 
N-Bilanz erstellt (Abb. 4.68). Die N-Bilanz beruht auf dem N-Anteil der Substrate im 
SMIF-6-Medium einerseits und dem Stickstoffanteil in den Produkten TN, NH4+ und 
Biomasse N anderseits. Die N-Bilanz konnte für die BHK-Zelllinie somit bis auf 
95,3% geschlossen werden. Der Ammonium-Gehalt des Mediums der Hybridoma-
Kultur wurde nicht quantifiziert. Unter der Annahme, dass die Ammoniumbildung bei 
4. Ergebnisse  129 
Hybridoma vergleichbar ist zu der von BHK-Zellen, dann kann die N-Bilanz für 
Hybridoma-Zellen bis auf etwa 96% geschlossen werden. 
 
Abb 4.67 C-Bilanz der BHK-Zellline (MERCK) im Vergleich mit einer Hybridoma-Zelllinie 
(Mk 425). Die CO2-Produktion der Hybridoma-Zellkultur konnte nicht gemessen 
werden. Die C-Bilanz der BHK-Zelllinie ist zu 98,7% geschlossen. 
 
 
Abb 4.68 N-Bilanz der BHK-Zellline (MERCK) im Vergleich mit einer Hybridoma-Zelllinie 
(Mk 425). Die Ammonium-Produktion der Hybridoma-Zellen wurde quantifiziert. Die N-
Bilanz der BHK-Zelllinie ist zu 95,3% geschlossen.  
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Biomassezusammensetzung 
Zur Quantifizierung der metabolischen Stoffflüsse ist es notwendig, die Anteile der 
Flüsse in die Biomasse zu kennen. Aus batch-Kulturen wurde die Biomasse von dem 
Kulturüberstand abgetrennt. Die Zellbestandteile wurden quantifiziert: Aminosäuren 
aus der Biotrockenmasse (nach saurer Proteinhydrolyse), Proteingehalt aus 
aufgeschlossenen Zellen, DNA und RNA aus frischen Zellen und der Lipidgehalt aus 
dem Lipidaufschluss der Biotrockenmasse. Der Carbohydratanteil wurde nicht 
bestimmt (Verwendung von Literaturdaten). 
 
Aminosäurebestimmung der Biomasse 
Von 150mg der lyophilisierter Biotrockenmasse wurde eine saure Proteinhydrolyse 
durchgeführt und nach Neutralisierung erfolgte eine Aminosäurequantifizierung 
(Abb. 4.69). Die Ergebnisse ergaben für sehr viele der nachweisbaren Aminosäuren 
eine gute Übereinstimmung mit Referenzdaten von BHK-Zellen (Achim Marx, 
Degussa, zuvor Bayer AG). Signifikante Unterschiede sind bei den Aminosäuren 
Glutamat, Glycin und Alanin erkennbar. 
 
Abb 4.69 Aminosäurezusammensetzung der Biomasse von BHK-Zellen (BHK R IX). 
Literaturdaten beziehen sich auf Ergebnisse von Achim Marx, Degussa zuvor 
Bayer AG. Dargestellt sind mol% der einzelnen Aminosäuren bezogen auf die 
gesamte molare Aminosäurekonzentration (5188,75µmolASges/gBTM). 
 
Proteinbestimmung der Biomasse 
Zur Bestimmung des Proteingehalts der Biomasse wurden Zellen aus einer 
exponentiell wachsenden Kultur entnommen, von dem Kulturüberstand durch 
Zentrifugation abgetrennt und für die Proteinbestimmung aufgeschlossen. In 
Vorversuchen wurde schließlich folgendes Aufschlussverfahren etabliert. Nach der 
gründlichen Resuspension des Zellpellets in H2O bidest. wurden die Zellen kurz 
tiefgefroren bei –20°C. Nach dem Auftauen erfolgte eine TCA-Fällung der Proteine. 
Die Proteinquantifizierungen wurden in Ansätzen mit internem BSA-Standard 
überprüft. Mit der Nachweismethode nach Bradford konnten keine reproduzierten 
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Ergebnisse erzielt werden. Möglicherweise enthielt das Zelllysat den Test störende 
Substanzen. Die Proteinquantifizierung erfolgte daher mittels der BCA-Methode. Der 
Proteingehalt wurde direkt aus dem Zelllysat bestimmt (Abb. 4.70 1A) und nach 
Abtrennung des gefällten Proteins von dem restlichen Zelllysat. Das gefällte 
Zellprotein wurde nach Neutralisierung wieder in Lösung gebracht und dann nach der 
BCA-Methode quantifiziert (Abb. 4.70 1B). Die Ergebnisse unterschieden sich nur 
geringfügig, so dass ein mittlerer Proteingehalt der BHK-Zellen von 65,2% +/-1,5% 
(bei einer Biomasse-Zellzahl-Korrelation von 0,570gBTM/109vc) bestimmt wurde. 
Abb 4.70 Proteingehalt von BHK-Zellen. Proteinbestimmung nach der BCA-Methode. Zellen 
wurden mittels TCA aufgeschlossen (1A: Zellprotein nach TCA-Fällung neutralisiert 
und nach BCA-Methode quantifiziert, 1B: Zellprotein nach TCA-Fällung zentrifugiert, in 
H2O bidest. resuspendiert und neutralisiert und nach BCA bestimmt.) 
 
DNA-Bestimmung der Biomasse 
Zur Gehaltsbestimmung genomischer DNA wurden 4,28x106 Zellen aus der 
exponentiellen Wachstumsphase einer kontinuierlich wachsenden BHK-Spinnerkultur 
entnommen und die Zellen nach Zentrifugation und Waschen mittels PBS-Puffer in 
dem sog. Lysepuffer des DNeasy®-Kits der Fa. Qiagen resuspendiert und 
aufgereinigt. Analog wurde mit 5,0x106 Zellen einer entsprechenden Hybridoma-
Zellkultur verfahren. Es wurden folgende Ergebnisse erhalten: 
BHK (MERCK)    8,0pgDNA/cell 
Hybridoma     6,9pgDNA/cell 
Lymphozyten (Ref. von Fa. Qiagen) 4-7,5pgDNA/cell 
 
RNA-Bestimmung der Biomasse 
Die Gehaltsbestimmung der zellulären RNA wurde mittels des RNA/DNA Mini-Kits® 
der Fa. Qiagen durchgeführt. Aus der exponentiellen Wachstumsphase einer 
kontinuierlich wachsenden Spinner-Kultur wurden 2,8x106 Zellen (BHK (MERCK)) 
bzw. 2,7x106 Zellen (Hybridoma) entnommen und die RNA uns DNA kombiniert 
aufgereinigt. Folgende Resultat wurden detektiert: 
BHK (MERCK)    14,9pgRNA/cell 
Hybridoma     6,25pgRNA/cell 
LMH (Ref. von Fa. Qiagen)  14pgRNA/cell 
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Lipidzusammensetzung der Biomasse 
Aus der Lipidextraktion der Biotrockenmasse wurde der Gehalt der lipophilen 
Bestandteile der Biomasse, die sich in der Extraktionslösung lösen, bestimmt. Nach 
Abdampfen des Lösemittels im Rotationsverdampfer wurden im Mittel 50,55mg 
lipophile Bestandteile extrahiert (aus 216mg BTM). Dies ergibt 0,234g*g-1BTM. Damit 
wurde ein lipophiler Anteil an der Biotrockenmasse von 23,4% ermittelt. 
 
Carbohydrate der Biomasse 
Der Carbohydratanteil der Biomasse wurde von den BHK-Zellen nicht bestimmt, so 
dass auf Literaturdaten zurückgegriffen wurde. Es wurde hier die Daten für 
Hybridoma-Zellen verwendet, die von Bas Romain in seiner Dissertation (2001) 
beschrieben sind. 
 
Abb 4.71 Zusammensetzung der Biomasse von BHK-Zellen (MERCK) im Vergleich zu 
Literaturdaten. Der Carbohydratanteil der Biomasse der BHK-Zellen wurde von Bas 
Romain von Hybridoma-Zellen übernommen. 
 
Zusammenfassend können die relativen Bestandteile der Biomasse von BHK-Zellen 
(MERCK) ermittelt werden (Abb. 4.71). Im Vergleich zu anderen Zellen, wie 
Hybridoma, Mittelwert für tierische Zellen oder gar Bakterien, wie E.coli zeigen sich 
jedoch einige Unterschiede. So passt der Lipidanteil der BHK-Zellen mit dem der 
durchschnittlichen tierischen Zelle gut überein, der Proteinanteil der BHK-Zelle wurde 
mit rund 20% höher gemessen als der Mittelwert der tierischen Zellen angibt. Der 
Proteinanteil der BHK-Zelle ist allerdings etwa 15% niedriger im Vergleich zu den 
Daten zur Hybridoma-Zelle (Bas Romain, 2001). Die Lipidanteile der Hybridomazelle 
sind im Vergleich zu der BKH-Zelle und dem durchschnittlichen Gehalt einer 
tierischen Zelle sehr gering. DNA- und RNA-Anteile der Biomasse sind bei den 
tierischen Zellen, Hybridoma und BHK-Zelle vergleichbar (RNA-Anteil bei E.coli 
vergleichsweise sehr hoch). Deutliche Unterschiede zeigen sich allerdings im 
Vergleich bei dem Carbohydratanteil bei der Hybridoma-Zelle und dem 
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Durchschnittswert einer tierischen Zelle (bei BHK-Zelle nicht bestimmt). Da sich die 
Carbohydrate meist auf den Zellproteinen befinden, erscheint der Carbohydratanteil 
von 20% bei einem Proteinanteil von nur 42% sehr hoch. 
Insgesamt müssen bei dem Vergleich mit Literaturdaten die Methoden des 
Zelllaufschlusses, der Extraktion und der Quantifizierung genau verglichen werden. 
Dies ist jedoch meist nicht möglich, da die Nachweismethoden der unterschiedlichen 
Biomassebestandteile zum Teil sehr verschieden sind. Es ist daher bei der 
Vergleichbarkeit mit einer relativ großen Bandbreite zu rechnen. 
4.3.3 Markierung, Modellentwicklung, Flussberechnung 
Unter Verwendung der Ergebnisse aus der ersten kontinuierlichen Fermentation  und 
der Berechnung der Anreicherungskinetik wurde eine zweite Kultivierung im offenen 
Chemostaten im 2L-Rührkessel (VR=1L) durchgeführt. Nach einer batch-Phase 
(ca. 180h) wurde die kontinuierliche Fermentation im Chemostat-Modus mit einer 
Durchflussrate von D=0,48d-1 betrieben. Nachdem sich ein steady state eingestellt 
hatte (nach etwa 690h), wurde während ungefähr 10 Tagen kontinuierlich mit 10 % 
vollmarkierter 13C-Glukose supplementiertes SMIF-6-Medium zugegeben. Während 
der Markierungsphase wurden der pO2 bei etwa 45% und der pH-Wert um 7,45 
manuell geregelt.  
Die vitale Zellzahl, Vitalität und Produktkonzentration, (Abb. 4.72 und 4.74) zeigen 
nahezu steady state-Bedingungen während der Zugabe des markierten Substrates. 
Die Glukose- und Pyruvataufnahmeraten und die Laktatbildungsraten (volumetrisch 
und spezifisch) zeigen, dass auch stoffwechselphysiologisch sehr gute stationäre 
Bedingungen während der Markierungsphase vorlagen (Abb. 4.73). 
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Abb 4.72 Vitale Zelldichte und Vitalität während einer Chemostat-Fermentation im 2L-
Rührkessel (VR=1L). Die Durchflussrate betrug D=0,02h-1 (D=0,48d-1). Während des 
steady states wurde 13C-markierte Glukose kontinuierlich zugegeben (eingerahmter 
Bereich). 
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Abb 4.73 Volumetrische und spezifische Glukose- und Pyruvataufnahmeraten und 
Laktatbildungsraten im Verlauf der Chemostat-Fermentation im 2L-Rührkessel 
(VR=1L, D=0,02h-1). 13C-markierte Glukose wurde kontinuierlich während des steady 
states zugegeben (eingerahmter Bereich). 
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Abb 4.74 Vitale Zelldichte und anti-EGFR-IL2-Fusionsproteinkonzentration der Chemostat-
Fermentation. Während des steady states wurde 13C-markierte Glukose kontinuierlich 
zugegeben (eingerahmter Bereich). 
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Nach der Zugabe des markierten Mediums wurden die gesamten Zellen des 
Fermenters von dem Kulturüberstand durch Zentrifugation abgetrennt und 
lyophilisiert. Folgende Zellzahl-Biomasse-Korrelation wurde ermittelt: 
0,570g BTM*10-9Zellen bzw. 1,75*109Zellen*g-1BTM. Dies wird bestätigt in der 
Literatur (Blanch, Clark, 1996). Hier wird als Durchschnittswert für tierische Zellen 
von 0,600g BTM*10-9Zellen bzw. 1,67*109Zellen*g-1BTM beschrieben. 
Die erhaltene Biotrockenmasse wurde einer sauren Hydrolyse unterzogen und die 
Aminosäuren des Zellproteins im 2D-NMR analysiert (Albert de Graaf, MetEx 
vormals IBT 1, Forschungszentrum Jülich).  
In einem 2D-[13C,1H]-HSQC-Spektrum (Ausschnitt in Abb. 4.75) entstehen die 
Signale der Aminosäureisotopomere einerseits durch die skalaren spin-spin-
Kopplungen der benachbarten 13C-Atome und andererseits infolge der chemischen 
Drift der 13C-gebundenen 1H-Atome. 
Die Verteilung der 13C-13C-Kopplungen wird aus dem 2D-NMR-Spektrum in einem 
1D-13C-Isotopomer-Spektrum dargestellt (Abb. 4.75 und 4.76). Die Isotopomer-
Verteilung ist hier am Beispiel des b-13C-Atoms der Aminosäure Aspartat im Detail 
dargestellt. Der Querschnitt der 13C-13C-Kopplungen entlang der stark-rot-
gestrichelten Linie im 2D-NMR-Spektrum (Abb. 4.75) bildet die relativen 13C-
Isotopomer-Verteilungen ab (Abb. 4.76). 
 
Abb 4.75 Ausschnitt aus dem 2D-NMR-Spektrum (2D [13C.1H]-HSQC-Spektrum) des 
Aminosäurehydrolysats der BHK-Biomasse. Isotopomere der Aminosäuren mit 13C-
Kopplungsgruppen (Auftrag gegen 1H-Kopplungsgruppen). 
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Abb 4.76 13C-Isotopomerspektrum von 13C-markiertem Aspartat (C-C-Kopplung bezogen auf C2 
des Aspartats). Überlagerung der Multipletts entsteht aufgrund der skalaren Spin-
Spin-Kopplungen benachbarter 13C-Atome. Singulett bzw. Triplett: nur C2 ist 13C-
markiert, Dubletts: C1 und C2 bzw. C2 und C3 sind 13C-markiert, Quartett (Dublett von 
Dubletts): C1, C2 und C3 sind 13C markiert. Aus der Integration der Peakflächen 
ergeben sich die relativen Isotopomeranteile. 
 
Das 13C-Isotopomer-Spektrum setzt sich zusammen aus der Überlagerung der 
Multipletts der einzelnen Isotopomere. Mittels der Multiplettanalyse, d.h. der 
Integration der Peakflächen der Singuletts, Dubletts, Tripletts und Quartetts (sog. 
Dublett von Dubletts), wurden die relativen Anteile der Isotopomere quantifiziert. 
Die Daten der relativen 13C-Isotopomere der proteinogenen Aminosäuren flossen in 
die Modellanpassung der intrazellulären Metabolismusflüsse ein. 
In Kooperation mit Albert de Graaf, MetEX, vormals IBT1, und Achim Marx, Degussa, 
wurde unter Verwendung von Literaturdaten [Mancuso et al., 1994] ein BHK-
Stoffwechselmodell erstellt (Abb. 4.77). Das Modell des Metabolismus basiert auf 
den Reaktionsgleichungen des Zentralstoffwechsels (Glycolyse, Pentose-Phosphat-
Weg, Zitratzyklus), der Anaplerotik, des Aminosäurestoffwechsels, der Flüsse in die 
Biomasse und der Aufnahme- und Bildungsraten der Aminosäuren und 
Hauptsubstrate und –metabolite. In das Stoffwechselmodell wurden die 
Kompartimentierung (Zytoplasma und Mitochondrien) und die damit verbundenen 
shuttle-Systeme durch die Mitochondrienmembran implementiert. Darüber hinaus 
wurden bei allen relevanten Reaktionen die Austauschflüsse berücksichtigt und die 
Flussdaten hierfür modelliert. 
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Abb 4.77 Übersicht des BHK-Stoffwechselmodells bestehend aus den Reaktionen des 
Zentralmetabolismus (Glykolyse, Pentosephoshat-Weg, Zitratzyklus), der Anaplerotik 
(graue und violette Pfeile), des Aminosäuremetabolismus (schwarze Pfeile), der 
Aminosäureaufnahme- und -bildungswege (blaue Pfeile) und Fixierung in die 
Biomasse (rosa Pfeile) 
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Die Bilanzierungsdaten des Metabolismus von BHK-Zellen aus dem ersten 
Markierungsexperiment wurden aus den Aufnahme- und Bildungsraten 
(Aminosäuren, Hauptsubstrate und –metabolite) und den Abflüssen in die Biomasse 
berechnet (Abb. 4.78). 
 
 
 
Abb. 4.78  BHK-Modell: dargestellt sind die Reaktionsgleichungen, die in das Simulationsmodell 
eingehen. Die Zahlen geben die Bilanzierungsdaten wieder bestehend aus den 
Aufnahme-und Produktionsraten und den Anteilen der Aminosäuren, die in die 
Biomasse abgeführt werden (kl. Pfeile mit Querbalken) 
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Unter Verwendung des Modellierungsprogramms (Entwicklung am IBT, Jülich) von 
Wolfgang Wiechert konnten mittels der experimentell analysierten Bilanzdaten und 
13C-Anreicherungsergebnisse der Isotopomere intrazelluläre Flüsse berechnet 
werden. Die Fehlerquadratsumme war zunächst noch etwa Zweieinhalbfach zu hoch, 
um gesicherte Flüsse kalkuliert zu erhalten. Sehr gut angepasste Modellresultate 
sollen eine Fehlerquadratsumme ergeben, deren Zahl doppelt so hoch ist, wie die 
Anzahl der Reaktionsgleichungen des Stoffwechselmodells. 
Einen Überblick über die intrazellulären Stoffflüsse vor allem des 
Zentralmetabolismus und der anaplerotischen Reaktionen gibt das Flussdiagramm in 
Abb. 4.79.  
Der Übersichtlichkeit wegen wurden in diesem Diagramm (Abb. 4.79) nicht alle 
intrazellulären Flüsse dargestellt. Besonderes Augenmerk ist hier auf die Flüsse des 
Zentralmetabolismus, der Kompartimentierung und der anaplerotischen Reaktionen 
gelegt worden. Anhand des Beispiels des Malats wird deutlich, welche Auswirkungen 
die Implementierung der Kompartimentierung hat. Die Aufteilung des intrazellulären 
Malatpools in einen zytoplasmatischen und in einen mitochondrialen Pool (Zusatz C 
für cytoplasmatisch bzw. M für mitochondrial) bewirkte eine bessere Anpassung des 
Models. Der eingeführte Malat-shuttle wurde hier als Austauschfluss freigegeben. 
Das Resultat zeigt einen weiteren Einfluss der Kompartimentierung und die 
Implementierung der Austauschflüsse in das Stoffwechselmodell: der Nettofluss des 
Malat-Transfers aus den Mitochondrien in das Zytoplasma betrug nur 0,083, die 
Einzelflüsse waren jedoch deutlich höher (influx CàM: 0,904 und efflux 
MàC: 0,821). In dem BHK-Stoffwechsel-Modell sind alle drei anaplerotischen 
Reaktionssysteme implementiert. Hierauf wird im folgenden Abschnitt näher 
eingegangen werden. Der Fluss der PEP-Carboxylase bzw. PEP-Carboxykinase war 
kleiner als 0,003, so dass diese Flüsse hier nicht dargestellt wurden. 
Weitere Beispiele für Austauschflüsse sind das Malat-Enzym (Anaplerotik) und der 
Glx-Transfer in die Mitochondrien. Intrazellulär ist nur ein Glx-pool auflösbar, da 
Glutamin bei der sauren Hydrolyse desamidiert wird und daher im NMR nicht von 
Glutamat unterschieden werden kann. 
Das zunächst verwendete Stoffflussmodel hatte einen Gesamtfehler von etwa 380. 
Durch die Implementierung gekoppelter Reaktionen, wie die der Alanin-Amino-
Transferase (Alanin + a-Ketoglutarat ßà Pyruvat + Glutamat), und eine genauere 
Pyruvatquantifizierung und Fehlerberichtigung konnte schließlich eine Verringerung 
des Residuums auf 252 erreicht werden. Die Modellanpassung wurde somit für die 
Flußberechnung konsistent (Das BHK-Stoffwechselmodell enthält 
99 Reaktionsgleichungen). 
Der Einfluss der Implementierung relevanter Transportsysteme durch die 
Mitochondrienmembran (u.a. Malat-aKetoglutarat-shuttle) bewirkten noch weitere 
Verbesserungen der Modellanpassung. Im Detail wird in dem Abschnitt 4.4.4 zum 
Fettsäuremetabolismus noch eingegangen. 
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Abb. 4.79 Flussdiagramm der Austausch- und der Nettoflüsse im Zentralmetabolismus und der 
Anaplerotik (PEP-Carboxylase und PEP-Carboxykinase wurden im Modell 
implementiert, jedoch hier nicht dargestellt, es wurden Flüsse von <0,003 berechnet). 
Berücksichtigt wurde die Kompartimentierung in Cytoplasma (Zusatz_C) und 
Mitochondrien (Zusatz_M). Die Einheit ist 1E-4fmol/vc/d. 
 
Insgesamt lassen sich aus den Untersuchungen des ersten 13C-
Markierungexperiments folgende Ergebnisse zusammenfassen: 
· Aufbau und Auslegung eines für die Stoffflussanalyse unter stationären 
Bedingungen geeigneten Kultivierungssystems (offener Chemostat in einem 
2L-Rührkessel mit VR=1L) 
· Elementaranalyse und Biomassezusammensetzung mit dem Ergebnis einer 
geschlossenen C- und N-Bilanz 
· Implementierung der Probenvorbereitung für die Untersuchung der 13C-
Anreicherung in den proteinogenen Aminosäuren mittels 2D-NMR 
· Aufbau eines BHK-Stoffwechselmodells (99 Reaktionsgleichungen) 
· Berechnung und Implementierung der Bilanzdaten und der relativen 13C-
Isotopomer-Verteilungen der proteinogenen Aminosäuren in die 
Modellanpassung 
· Modellierung der internen Stoffflüsse unter Einbeziehung der 
Kompartimentierung und der Freigabe von Austauschflüssen 
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4.4 Anwendungen der Stoffflussanalytik 
Ein Stoffwechselmodell für BHK-Zellen wurde entwickelt und die Kalkulation 
intrazellulärer metabolischer Flüsse konnte mittels des Tools der Stoffflussanalytik 
dargestellt werden. Detaillierte Kenntnisse des Stoffwechsels einerseits, Entwicklung 
und Etablierung dieses Tools andererseits machten es möglich, konkrete 
Anwendungen der metabolischen Stoffflussanalyse für die Prozessentwicklung zu 
erforschen. Die Ergebnisse von vier Anwendungsbeispielen werden hier im 
Folgenden vorgestellt: 
1. Anaplerotik 
2. Ansätze zum metabolic engineering 
3. Nukleotidstoffwechsel der Pyrimidine und der Purine 
4. Fettsäuremetabolismus 
4.4.1 Quantifizierung der Anaplerotik 
Die anaplerotischen Reaktionen haben wichtige Funktionen als Verteiler zwischen 
Glykolyse, oxidativer Decarboxylierung und Zitratzyklus und verhindern als 
Auffüllsystem Lecks von Zwischenmetaboliten. Die drei wichtigsten 
Reaktionssysteme der Anaplerotik bestehen aus dem sog. Malat-Enzym, der PEP-
Carboxykinase (Rückreaktion: PEP-Carboxylase) und der Pyruvat-Carboxylase 
(Abb. 4.80). Die anaplerotischen Reaktionen haben im Stoffwechsel von Zelllinien 
(ähnlich dem von Tumorzellen) eine besondere Bedeutung. Da nur ein geringer 
Anteil der aufgenommenen Glukose vollständig zu CO2 oxidiert wird, bilden diese 
Reaktionen zusätzliche Stoffwechselverbindungen zwischen Glykolyse und 
Zitratzyklus. 
 
 
 
 
 
Abb. 4.80 Die Reaktionssysteme der Anaplerotik bestehend aus zytosolischem Malat-Enzym, 
zytosolischer PEP-Carboxykinase (Rückreaktion: PEP-Carboxylase) und 
mitochondrialer Pyruvat-Carboxylase. 
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Ein wesentliches Ergebnis der Stoffflussanalyse war, dass Stoffflüsse der 
anaplerotischen Reaktionen in BHK-Zellen quantifiziert wurden (Abb. 4.81). 
Die Berechnung der anaplerotischen Stoffflüsse zeigte, daß die natürliche Pyruvat-
Carboxylase und auch die PEP-Carboxykinase nur mit sehr niedrigen Flussraten 
aktiv waren, während relativ hohe Austauschflüsse des Malatenzyms ermittelt 
wurden (Abb. 4.81).  
Am Beispiel der C2-Markierung des Aspartats (Abb. 4.76) wird deutlich, dass bereits 
die Isotopomerverteilung Rückschlüsse auf den Metabolismus der Anaplerotik 
zulassen. Da nur vollmarkierte Glukose als 13C-Substrat eingesetzt wurde, kann nach 
Spaltung in die zwei C3-Metabolite (Glycerinaldehyd-3-phoshat und 
Dihydroxyacetonphosphat) und der Abspaltung von CO2 zu Acetyl-CoA (C2-
Grundgerüst) nur eine Zweifachmarkierung des Oxalacetats erfolgen. Da Aspartat 
aus Oxalacetat entsteht, sollten im Aspartat auch nur Isotopomere mit maximal zwei 
13C-Markierungen messbar sein. Die quantifizierte Dreifachmarkierung lässt sich als 
Anteil der anaplerotischen Reaktionen erklären, vor allem durch das Malatenzym. Es 
wurde quantifiziert, dass ungefähr 50% der aufgenommenen Glukose und des 
Pyruvats als Pyruvat in die Mitochondrien transferiert und nach Decarboxylierung in 
den Zitratzyklus verstoffwechselt werden. Die Existenz dieses Stoffwechselweges in 
Säugerzelllinien wurde bisweilen bezweifelt (Neermann, J., Wagner, R., 1996). Mit 
Hilfe der Stoffflussanalyse konnte hier nun die Existenz dieses Metabolismusweges 
geklärt werden. 
 
Abb 4.81 Stoffflussdiagramm der Austausch- und der Nettoflüsse im Zentralmetabolismus und 
der anaplerotischen Metabolismuswege unter Berücksichtigung der 
Kompartimentierung (Metabolit_C=Metabolit im Cytoplasma, Metabolit_M=Metabolit in 
den Mitochondrien). Die Einheit ist 1E-4fmol/vc/d. 
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4.4.2 Ansätze zum metabolic engineering in BHK-Zellen 
Die zur Herstellung rekombinanter Proteine eingesetzten Säugerzelllinien weisen 
infolge der Immortalisierung oft einen stark veränderten Metabolismus auf. Meist ist 
der Stoffwechsel gekennzeichnet von einer hohen Glykolyserate (verbunden mit 
verstärkter Laktatbildung) und nur einen geringen vollständigen oxidativen Abbau 
über den Zitratzyklus. Dies führt zu einer schlechten Energieausbeute (ATP pro 
Glukose). Eine Möglichkeit, um zu einer Verbesserung der Energieausbeute zu 
gelangen, besteht in einer Verstärkung der Anaplerotik. Ansätze zum metabolic 
engineering wurden durch die genetische Modifizierung einer BHK-Zelllinie 
(Klonierung einer zytoplasmatischen Pyruvatcarboxylase aus S.cerevisiae) versucht 
und im Arbeitskreis Zellkulturtechnik (Roland Wagner) der GBF, Braunschweig, 
durchgeführt [Irani et al., 1999; Irani et al., 2002]. Die BHK-Zelllinie (PYC), welche 
das Gen für die Pyruvatcarboxylase enthielt, und die BHK-Referenzzelllinie (pAG), 
die das Plasmid ohne Insert besaß, wurden dankenswerterweise von dem 
Arbeitskreis Zellkulturtechnik der GBF, Braunschweig zur Verfügung gestellt, um den 
Einfluss auf den Metabolismus untersuchen zu können. 
 
 
 
 
 
 
Abb 4.82 Die Reaktionssysteme der Anaplerotik in der Wildtypzelle bestehend aus 
zytosolischem Malat-Enzym, zytosolischer PEP-Carboxykinase (Rückreaktion: PEP-
Carboxylase) und mitochondrialer Pyruvat-Carboxylase und zusätzlich einer 
rekombinanten zytoplasmatischen Pyruvat-Caboxylase. 
 
Diese BHK-Zellline (PYC) exprimierte eine rekombinante zytoplasmatische Pyruvat-
Carboxylase, die einen zusätzlichen zytoplasmatischen Metabolismus-Weg eröffnen 
sollte über das zytoplasmatische Oxalacetat und Malat, den Malat-shuttle in die 
Mitochondrien und so schließlich direkt in den Zitratzyklus (Abb. 4.82). Auf diesem 
Wege sollte dann die aufgenommene Glukose effizienter metabolisiert werden 
können und die so veränderte Zelllinie ein verbesserte Wachstum erreichen. 
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Beide Zelllinien wurden in Kultur genommen mit dem Ziel in einem 13C-
Markierungsexperiment die Auswirkungen der rekombinanten zytosolischen PYC auf 
die intrazellulären Stoffflüsse zu untersuchen und zu quantifizieren. 
Da die beiden Zelllinien in ZKT-1-Medium (hauseigene Entwicklung der GBF, 
Braunschweig) mit 5% FCS in adhärenter Zellkultur wuchsen, war es notwendig, die 
Zelllinien zunächst an serumfreie Kultivierungsbedingungen zu adaptieren und eine 
Suspensionskultur zu selektieren. 
 
 
Abb. 4.83 Medienvergleich der beiden BHK-Zelllinien PYC (links) und BHK-pAG 60 (rechts). 
Batch-Kultivierungen wurden in den Medien ZKT-1, ZKT-1/SMIF-6 (1:2) und SMIF-6 in 
bezug auf das Wachstum mit einander verglichen. Alle Kulturen enthielten 5 % FCS 
und 700 µg*ml-1 G418 als Selektionsmarker. Die Untersuchungen wurden in T75-
Gewebekulturflaschen durchgeführt. 
 
 
In einem Medienvergleich wurden die beiden BHK-Zelllinien in ZKT-1-Medium, einer 
50%-Mischung aus ZKT-1 und SMIF-6 und in SMIF-6 untersucht (Abb. 4.83). Alle 
batch-Kulturen enthielten hierbei noch 5% FCS. Die Vergleichskultivierungen wurden 
in T75-Gewebekulturflaschen durchgeführt. Da die Adaptierung an das SMIF-6 sogar 
ein noch besseres Zellwachstum zeigte im Vergleich zu dem vorgegebenen ZKT-1-
Medium, erfolgte die Adaptierung an serumfreie Bedingungen und die Selektion von 
Suspensionszellen direkt in SMIF-6-Medium. 
Die Wachstumsrate und die maximale vitale Zelldichte reduzierte sich zwar im 
Verlauf der Serumreduktion im Medium, aber schließlich wurde die Adaptierung an 
serumfreie Bedingungen und die Selektion einer in Suspension wachsenden Kultur 
für beide BHK-Zelllinien erfolgreich durchgeführt. 
Im Vergleich der beiden genetisch modifizierten Zelllinien BHK-PYC and 
BHK-pAG 60 zeigten sich deutliche Unterschiede in bezug auf die erreichte Zellzahl, 
Laktatbildung und Glukoseverbrauch (Abb. 4.82). Die BHK-Zelllinie, die die 
zytosolische Pyruvat-Carboxylase enthält, erreichte höhere vitale Zelldichten bei 
gleichzeitig geringerem Glukoseverbrauch und niedrigerer Laktatbildung im Vergleich 
zu der BHK-Referenzzelllinie ohne Pyruvat-Carboxylase. 
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Abb. 4.84 Batch-Kultivierungen in Spinnerkulturflaschen der beiden BHK-Zelllinien BHK-PYC 
(rot) und BHK-pAG 60 (grün) nach serum-frei Adaptierung an SMIF-6-Medium und 
Selektion von Suspensionszellen. Vergleich der vitalen Zelldichte, Glukose- und 
Laktatkonzentrationen.  
 
 
 
Abb. 4.85 Maximale spezifische Wachstumsrate, maximale spezifische Glutamin- und 
Glukoseaufnahmeraten, max. spezifische Laktatbildungsrate und Ertragskoeffizient 
YLac/Glc der beiden BHK-Zelllinien BHK-PYC (rot) und BHK-pAG 60 (grün) von batch-
Kultivierungen in Spinnerkulturflaschen. 
 
1E+04
1E+05
1E+06
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Zeit [h]
cv
 [m
L-
1]
0,0
5,0
10,0
15,0
20,0
25,0
30,0
c 
gl
c,
 la
c [
m
m
ol
*l-
1 ]
cv BHK-PYC cv BHK-pAG
Glc BHK-PYC Glc BHK-pAG
Lac BHK-PYC Lac BHK-pAG
0,0260 0,0130
0,259
0,352
0,882
1,838
0,819
1,811
0,938
1,530
0,000
0,200
0,400
0,600
0,800
1,000
1,200
1,400
1,600
1,800
2,000
µmax [h-1] qglnmax
[mmol*10-9*h-1]
qglcmax
[mmol*10-9*h-1]
qlacmax
[mmol*10-9*h-1]
Ylac/glc [-/-]
BHK-PYC
BHK-pAG
146  4. Ergebnisse 
BHK-pAG 60 Zelle
1E+04
1E+05
1E+06
1E+07
0 100 200 300 400 500 600
Zeit [h]
cv
 [m
L-
1 ]
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
Vi
t.,
 p
O
2 [
%
]
cv/ml
Vit. [%]
pO2 [%] 13C-Gluc
Die zellspezifischen metabolischen Raten bestätigten die Auswirkungen der 
zytosolischen rekombinanten Pyruvat-Carboxylase (Abb. 4.85). Die spezifische 
Wachstumsrate war bei der BHK-Zelllinie mit rekombinanter Pyruvat-Carboxylase 
doppelt so hoch im Vergleich zu der BHK-Referenzzelllinie. Die Stoffwechseldaten 
wiesen eine sehr deutliche Verringerung der zellspezifischen Glukose- und Glutamin-
Aufnahmeraten sowie der zellspezifischen Laktat-Bildungsrate auf infolge der 
zusätzlichen Pyruvat-Carboxylase. Der mittlere Ertragskoeffizient Ylac/glc der BHK-
Zelllinie mit rekombinanter zytosolischer PYC betrug nur noch 60% im Vergleich zu 
der BHK-Referenzzelllinie. 
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Abb. 4.86 Vitale Zelldichten, Vitalitäten und pO2-Wert-Verläufe während der Chemostat-
Fermentation der beiden BHK-Zelllinien BHK-PYC (links) und BHK-pAG 60 (rechts) im 
2L-Rührkessel (VR=1L). 
 
Die beiden BHK-Zelllinien wurden jeweils in kontinuierlicher Kultur im 2L-Rührkessel 
(VR=1L) in chemostatischer Betriebsweise fermentiert. Die Fermentationen wurden 
bei 37°C und einer Durchflussrate von D=0,020h-1 (D=0,48d-1) durchgeführt. Nach 
Erreichen des steady states wurde 13C-markierte Glukose kontinuierlich über einen 
Zeitraum von etwa 10 Tagen zugegeben (grau-schraffiert in Abb. 4.84). Das 13C-
markierte Medium enthielt basierend auf dem SMIF.6-Medium 15% U-[13C6]-Glukose, 
15% 1-13C-Glukose und 70% unmarkierte Glukose. Die Fermentation mit der BHK-
Referenzzelllinie (BHK-pAG 60) ist leider während der Markierungsphase mikrobiell 
kontaminiert. Die Biomasse konnte daher nicht zur NMR-Analytik verwandt werden. 
Trotzdem ließen sich die beiden Fermentationen auf der Basis der Bilanzdaten 
stoffwechselphysiologisch vergleichen. Intrazelluläre Flussberechnungen konnten 
jedoch nur von der BHK-PYC-Zelllinie modelliert werden. 
Die Fermentationen der beiden BHK-Zelllinien wiesen einige Unterschiede auf. Die 
BHK-PYC-Zelllinie zeigte auch bei gleicher Durchflussrate höhere Zelldichten 
während des steady state. Dies bestätigte die Ergebnisse der batch-Kultivierungen. 
Überraschend war, dass der O2-Verbrauch der BHK-PYC-Zelllinie so hoch war, dass 
auch bei Begasung mit 100% O2 in der Gasphase nur eine 
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Gelöstsauerstoffkonzentration von 5% in der Suspension des Fermenters erreicht 
werden konnte (diffusive Begasung, Abb. 4.86). 
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Abb. 4.87 Volumetrische und spezifische Glukoseaufnahme- und Laktatbildungsraten im Verlauf 
der Chemostat-Fermentationen der beiden BHK-Zelllinien BHK-PYC (links) und BHK-
pAG 60 (rechts) im 2L-Rührkessel (VR=1L). 
 
Abb. 4.88 Maximale spezifische Wachstumsrate, maximale spezifische Glutamin- und 
Glukoseaufnahmeraten, max. spezifische Laktatbildungsrate und Ertragskoeffizient 
YLac/Glc der beiden BHK-Zelllinien BHK-PYC (links) und BHK-pAG 60 (rechts) von 
Chemostat-Fermentationen im 2L-Rührkessel (VR=1L). 
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Die Glukoseaufnahme- und Laktatbildungsraten (volumetrisch und spezifisch) 
bestätigen die bessere Glukoseverwertung der BHK-Zelle mit rekombinanter 
zytosolischer Pyruvat-Carboxylase (Abb. 4.87). Der Anstieg der 
Glukoseaufnahmeraten in beiden Fermentationen mit Beginn der Zugabe des 13C-
markierten Mediums ist begründet in der höheren Gesamtglukosekonzentration des 
13C-SMIF-6-Mediums. Die insgesamt 30% 13C-markierte Glukose konnte nur 
zusätzlich zu der im SMIF-6-Medium bereits enthaltenen Glukose supplementiert 
werden. Es ist daher der Anstieg der Glukoseaufnahmeraten erklärbar. Der bessere 
Glukoseumsatz im Vergleich der beiden BHK-Zelllinien wurde bei Übertragung aus 
der Spinnerkultur im ansatzweisen Verfahren in die Rührkesselfermentation im 
chemostatischen Betriebsmodus betätigt. Dies belegen die Daten der 
Ertragskoeffizienten YLac/Glc (BHK-Zelle mit rek. PYC nur 60% gegenüber der BHK-
Referenzzelllinie pAG 60). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.89 Metabolische Bilanzdaten aus den Chemostat-Fermentationen der beiden BHK-
Zelllinien BHK-PYC (links) und BKH-pAG 60 (rechts) im 2L-Rührkessel (VR=1L). 
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Abb. 4.90 Flussdiagramm der intrazellulären Stoffflüsse der anaplerotischen Reaktionen und der 
oxidativen Decarboxylierung der BHK-Zelllinie BHK-PYC. Die Einheit ist 
1E-4fmol/vc/d. 
Obwohl die Fermentation der BHK-pAG 60-Zelllinie während der 13C-Markierung 
kontaminierte, war es möglich, die metabolischen Bilanzierungsdaten zu analysieren 
und denen der BHK-PYC-Zellfermentation gegenüber zu stellen (Abb. 4.89). Daten 
wurden zu Beginn des steady states zur Berechnung verwendet. Der Vergleich der 
zellspezifischen Aufnahme- und Bildungsraten der beiden Zellen macht zeigt, dass 
bei der BHK-pAG 60-Zelllinie alle Aminosäureaufnahmeraten höher sind als bei der 
BHK-PYC-Zelllinie, obwohl die spezifischen Wachstumsraten bei beiden 
Fermentationen gleich waren (bei chemostatischer Betriebsweise entsprechend der 
Durchflussrate). Erstaunlich ist allerdings, dass nahezu alle 
Aminosäureaufnahmeraten der BHK-pAG 60-Zelllinie gegenüber der BHK-PYC 
erhöht sind. Möglicherweise zeigen sich hier doch bereits erste Einflüsse der 
Kontamination. 
Die Bilanzierungsdaten und die 13C-Anreicherungsergebnisse der BHK-PYC-
Zellfermentation wurden in das BHK-Stoffwechselmodell (entwickelt und angepasst 
auf der Basis der Daten der BHK-MERCK-Zelllinie) eingegeben. Nach erfolgreicher 
Modellanpassung wurde ein Flussdiagramm der intrazellulären Stoffflüsse erstellt 
(Abb. 4.90). Das Residuum der Modellanpassung wurde von nahezu 4000 auf einen 
Wert von 619 reduziert. Die Auswertung der Flussdaten bezog sich mit besonderem 
Fokus auf die anaplerotischen Reaktionen. Besonders bemerkenswert war, dass der 
Fluss der rekombinanten zytosolischen Pyruvatcarboxylase sehr niedrig ist. Dieser 
zusätzliche Pyruvatumsatz zum zytosolischen Oxalacetat fließt demnach nicht in den 
Zitratzyklus. Dies liegt daran, dass Oxalacetat erst nach Umsatz zum Malat durch die 
Mitochondrienmembran transportiert werden kann. Der Malat-shuttle der 
Mitochondrienmembran ist ein Antiport-System, welches gleichzeitig a-Ketoglutarat 
aus den Mitochondrien herausschleust. Dieser Transportmechanismus verläuft zwar 
in beide Richtungen, aber nur gekoppelt. Deshalb ist der Nettofluss des Malats über 
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die Mitochondrienmembran zum zytosolischen Malat orientiert (das heißt: Malat 
efflux und a-Ketoglutarat influx). Dieser Malat-Abfluss aus dem Zitratzyklus betrug 
nahezu 10% des in den Mitochondrien gebildeten Malats. Das Malatenzym wies 
einen verhältnismäßig hohen Fluss zum Pyruvat auf, so dass insgesamt der größte 
Anteil des Pyruvats (50% des zytosolischen Pyruvats) mittels des Pyruvat-
Transporters direkt in die Mitochondrien gelangte und über die oxidative 
Decarboxylierung in den Zitratzyklus floss (44% des zytosolischen Pyruvats gelangte 
in die Laktatbildung). Der hohe Stofffluss des Pyruvats direkt in die Mitochondrien ist 
damit hauptsächlich für die niedrige Glukoseaufnahme im Verhältnis zur 
Laktatbildung verantwortlich. Die Stoffflussanalyse kann somit Aufschluss geben 
über die intrazellulären Flussverteilungen und die Ursachen für eine effiziente 
Glukoseverwertung liefern, wie sie aus den Bilanzdaten erkannt wurden. Leider war 
ein Vergleich mit der Referenzzelle nicht möglich, so dass hier offen bleibt, warum 
diese BHK-Zelllinie (BHK-pAG 60) einen so ungünstigen Glukoseumsatz im Hinblick 
auf die energetische Ausbeute aufwies. 
4.4.3 Nukleotide und metabolic flux analysis 
Nukleotide (Purine und Pyrimidine) haben im Metabolismus der Zellen zentrale 
Funktionen zu erfüllen. Sie dienen einerseits als Grundbaustein bei der DNA- und 
RNA-Synthese, andererseits bilden vor allem die Purine, Adenosin und Guanosin, 
Grundbausteine des Energiestoffwechsels. Als ATP bzw. GTP haben sie in allen 
Kompartimenten Energieüberträgerfunktion. Die Stoffflussanalyse kann hier wertvolle 
Hinweise auf Limitierungen im Nukleotidstoffwechsel liefern. 
4.4.3.1 Pyrimidine 
Zur Klasse der Pyrimidine zählen Cytosin, Thymidin und Uridin (anstelle des 
Thymidins kommt in der RNA Uridin vor). Thymidin hat bei der Regulation des 
Zellzyklus’ eine wichtige Rolle. Während der S-Phase wird das in der Zelle 
vorliegende Uridin zu Thymidin umgesetzt, damit bei der DNA-Synthese 
Fehlpaarungen (U-A) vermieden werden. Diese Umsetzung ist über den C1-
Stoffwechsel an den Serin-Glycin-Aminosäuremetabolismus gekoppelt. 
Mittels der Stoffflussanalyse der BHK-Zelllinie (MERCK) wurden die intrazellulären 
Austauschflüsse des Serin-Glycin-Metabolismus quantifiziert (Abb. 4.91). Die Serin-
Aufnahme aus dem Medium und die Bildung aus Phosphoglycerat finden in der 
Umsetzung zu Glycin einen Hauptabfluss. Bei der Glycin-Bildung aus Serin und bei 
dem Abbau des Glycins zu CO2 und NH4+ wird jeweils eine C1-Gruppe auf den 
Kofaktor Tetrahydrofolat (THF) übertragen zu Methylen-THF. Diese 
C1-Gruppenübertragung hat eine wichtige Funktion für den Pyrimidin-Stoffwechsel. 
Die Thymidylat-Synthetase benötigt M-THF zur Umsetzung des dUMP zu dTMP. Die 
Synthese von Thymidinmonophosphat erfolgt nur über die Bildung von 
Uridinmonophosphat und der Umsetzung zu TMP. 
Die Flussdaten des Serin-Glycin-Stoffwechsels wiesen einerseits trotz Rückfluss des 
Serins zum Pyruvat netto einen Abfluss der beiden Aminosäuren zum CO2 und NH4+ 
auf und machten andererseits auch einen Metabolitabfluss aus der Glykolyse 
deutlich. Eine Entlastung der Serin- und Glycin-Synthese und des Glycin-Abbaus 
zwecks M-THF-Bildung könnte eine zusätzliche Supplementierung von Thymidin ins 
Kulturmedium bieten. Eine Abzweigung aus dem Zentralmetabolismus würde so 
erniedrigt werden bzw. ein Zufluss in den Pyruvat-Pool würde erhöht werden. 
Das eingesetzte Kulturmedium SMIF-6 enthielt bereits 1,5µM Thymidin. In der 
parallelen Spinnerkultivierungsanlage cellferm-pro® (DASGIP) wurde ein 
Supplementierungsversuch durchgeführt. In drei parallelen batch-Spinnerkulturen 
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wurden 1,5µM (SMIF-6, als Referenz), 31,5µM und 101,5µM Thymidin zugesetzt und 
eine Wachstumskurve aufgenommen. Der pO2 wurde bei 30% Luftsättigung und der 
pH-Wert bei 7,2 geregelt. Die Kultivierungstemperatur betrug 35.5°C. 
Abb. 4.91  Intrazelluläre Stoffflüsse des Serin-Glycin-Metabolismus mit Kopplung über den C1-
Stoffwechsel an die Thymidin-Bildung. (THF=Tetrahydrofolat, M-THF=Methylen-
Tetrahyrofolat) Die Einheit ist fmol/vc/d. 
Abb. 4.92  Vitale Zellzahl und anti-EGF-IL2-Konzentration in Abhängigkeit der Thymidin-
Konzentration im Verlauf von batch-Kulturen in parallelen Spinnerflaschen 
(Spinnerkultivierungsanlage cellferm-pro®) 
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Im Vergleich der erreichten Zellzahlen zeigten die drei Spinner-Kultivierungen (1,5-
101,5µM Thymidin) keine signifikanten Unterschiede (Abb. 4.92). Die anti-EGFR-IL2-
Konzentration erreichte in der Kultur mit der niedrigsten untersuchten 
Thymidinstartkonzentration (1,5µM, SMIF-6) die höchsten Werte in Relation zu den 
BHK-batch-Kulturen mit 31,5 und 101,5µM Thymidin. Dies bestätigen auch die Werte 
der spezifischen anti-EGFR-IL2-Konzentrationen (Abb. 4.93), d.h. die anti-EGFR-IL2-
Konzentration im Kulturüberstand bezogen auf die zum dem jeweiligen Zeitpunkt 
vorhanden vitalen Zelldichten. 
Die Etablierung einer Nucleotid-HPLC-Methode (Jochem Gätgens, IBT2) machte es 
möglich, Thymidin in Kulturüberständen zu quantifizieren (Abb. 4.91). Die 
Fermentationen mit 1,5µM und 31,5µM Thymidin-Startkonzentrationen wiesen einen 
Anstieg der Thymidin-Konzentration auf. Bei der Kultur mit 101,5mM Thymidin-
Startkonzentration bleibt der Thymidingehalt nahezu unverändert. 
Die untersuchten Thymidin-Startkonzentrationen haben keine Verbesserung des 
Metabolismus (Abb. 4.94) und der rekombinante Proteinproduktbildung (Abb. 4.92) 
bewirkt. Die Thymidin-Bildung ist physiologisch noch nicht erklärbar. Eine Thymidin-
Bildung würde auf ein Überangebot von Uridin schließen, das die Zelle vor allem 
während der S-Phase umsetzt, damit Fehlpaarungen (U-A) bei der DNA-Synthese 
vermieden werden. Eine de novo Thymidin-Bildung bei gleichzeitigem Angebot von 
Thymidin im Medium erscheint nicht ursächlich erklärbar. 
Eine eventuelle Verbesserung des Metabolismus und der Produktbildung könnte 
jedoch schon bei deutlich niedrigerer Thymidin-Startkonzentration als den hier 
untersuchten erreicht werden (0-1,5µM Thymidin). In dem SMIF-6-Medium ist bereits 
1,5µM Thymidin enthalten. Die Zugabe des Medienherstellers bzw. –entwicklers führt 
mit dieser Konzentration schon zu einer Unterstützung des C1-Stoffwechsels. 
Die Bilanzierung des Serin-Glycin-Stoffwechsels machte deutlich, dass die  
Stoffflussanalyse durch Quantifizierung der intrazellulären Stoffflüsse dazu beitragen 
kann, Limitierungen auszuschließen. Es zeigte sich nämlich, dass 12% des 
intrazellulär zugeführten Serins dem Zentralmetabolismus entzogen wurde, jedoch 
55% des Serins über das Pyruvat wieder in den Stoffwechsel zurückflossen. 
Abb. 4.93  Spezifische anti-EGFR-IL2-Produktkonzentrations- und volumentrische Thymidin-
Konzentrationsverläufe in Abhängigkeit der Thymidin-Startkonzentration (1,5µM 
(SMIF-6), 31,5µM und 101,5µM) während drei parallelen batch-Spinnerkultivierungen. 
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Abb. 4.94  Glukose und Lakatkonzentrationen während drei parallelen batch-
Spinnerkultivierungen in Abhängigkeit der Thymidin-Startkonzentration (1,5µM 
(SMIF-6), 31,5µM und 101,5µM). 
 
4.4.3.2 Purine 
Die zweite Klasse der Nukleotide stellen die Purine dar, zu denen Adenosin und 
Guanosin zählen. 
Aus dem bereits durchgeführten 13C-Markierungsexperiment der BHK-Zelllinie 
(MERCK) konnten im 2D-NMR-Spektrum Isotopomere der Nukleotide identifiziert und 
die Markierungsanteile quantifiziert werden. Auffällig war, dass 13C-Signale nur bei 
den Pyrimidinen nachweisbar waren, jedoch nicht bei den Purinen. Dies ließ darauf 
schließen, dass die de novo Synthese der Purine nicht bzw. in nur sehr geringem 
Maße bei den untersuchten BHK-Zellen möglich war. Die gemeinsame Vorstufe der 
Purine ist Inositolmonophosphat (IMP), welches aus Hypoxanthin und der 
phosphorylisierten Ribose besteht. 
Das Kultivierungsmedium SMIF-6 enthält bereits 15µM Hypoxanthin. Die Möglichkeit 
einer Limitierung in der Purinsynthese von BHK-Zellen wurde durch Zugabe 
verschiedener Hypoxanthinkonzentrationen in das Medium überprüft. In der 
parallelen Spinnerkultivierungsanlage cellferm-pro® wurden BHK-Zellen mit 
Supplementierungen unterschiedlicher Hypoxanthinstartkonzentrationen (15µM 
(SMIF-6), 60µM, 90µM und 150µM) im batch-Modus fermentiert. Die 
Gelöstsauerstoffkonzentration wurde bei allen vier Spinnerkulturen bei 40% und der 
pH-Wert bei 7,3 geregelt. Die Kultivierungstemperatur betrug 35,5°C. 
Die Etablierung der Nukleotid-HPLC-Meßmethode erlaubte es, die Purin-
Nukleinsäure Hypoxanthin in Kulturüberständen zu quantifizieren. In batch-Kulturen 
konnte reproduzierbar ein Verbrauch ermittelt werden (Abb. 4.95). 
In dem Kulturansatz mit 15µM Hypoxanthin (SMIF-6) zeigte sich, dass schon nach 
48h Kulturdauer (am Ende der „lag-Phase“) das Hypoxanthin vollständig verbraucht 
war. Die Hypoxanthin-Konzentrationsverläufe der drei Ansätze mit 
Hypoxanthinsupplementierung zu Beginn der Kultivierungen machten deutlich, dass 
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60 und 90µM Hypoxanthin ebenfalls spätestens am Ende der exponentiellen 
Wachstumsphase verbraucht waren. Nur in der batch-Fermentation mit 150µM 
Hypoxanthin konnte in der stationären Wachstumsphase noch etwa 30µM 
Hypoxanthin nachgewiesen werden (Abb. 4.95). Die unterschiedlichen 
Hypoxanthinstartkonzentrationen im Medium zeigten keinen signifikanten Einfluss 
auf die maximal erreichte Zelldichte, jedoch war die stationäre Wachstumsphase der 
Ansätze mit 60 und 90µM Hypoxanthin verlängert im Vergleich der vier untersuchten 
batch-Fermentationen. 
In allen Versuchsansätzen mit erhöhter Hypoxanthinstartkonzentration war die 
volumetrische Glukoseaufnahmerate und Laktatbildungsrate niedriger als im 
Referenzansatz (15µm Hypoxanthin, SMIF-6) (Abb. 4.98). Der Einfluss von 
Hypoxanthin auf den Metabolismus wird auch in den Verläufen der 
Sauerstoffaufnahmeraten deutlich. Der Ansatz mit einer Startkonzentration von 60µM 
Hypoxanthin zeigte ein Optimum bezüglich der Sauerstoffaufnahmerate (Abb. 4.95). 
Hypoxanthin hat allerdings nicht nur einen Einfluss auf den Zentralmetabolismus, 
sondern auch auf die rekombinante Proteinproduktion. Die Supplementierung von 
Hypoxanthin führte nämlich zu einer deutlichen Steigerung der antiEGFR-IL2-Bildung 
(Abb. 4.96). Die Raum-Zeit-Ausbeute ereichte bei einer Hypoxanthin-
startkonzentration von 60µM ein Optimum mit einer Steigerung um etwa 57% im 
Vergleich zu der Referenzkonzentration (15µM Hypoxanthin). Auffällig war, dass mit 
der weiteren Erhöhung der Hypoxanthinstartkonzentration (90 und 150µM) zwar eine 
Verbesserung des Metabolismus’ (Glukoseaufnahme- und Laktatbildungsrate sowie 
Sauerstoffaufnahmerate, Abb. 4.96 und 4.97) und der antiEGFR-IL2-Ausbeute in 
Relation zu dem Referenzansatz erreicht wurde, die erlangten Ergebnisse aber 
deutlich niedriger ausfielen als bei der Kultur mit 60µM Hypoxanthin.  
 
 
Abb. 4.95  Zeitlicher Verlauf der vitalen Zellkonzentration und der Hypoxanthinkonzentration 
während vier parallelen batch-Kultivierungen in Spinnerflaschen in Abhängigkeit der 
Hypoxanthin-Startkonzentration (15µM (SMIF-6), 60µM, 90µM und 150µM). 
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Abb. 4.96  Glukose-, Laktat- und anti-EGFR-IL2-Konzentration im Verlauf von vier parallelen 
batch-Kultivierungen in Spinnerflaschen in Abhängigkeit der Hypoxanthin-
startkonzentration (15µM (SMIF-6), 60µM, 90µM und 150µM). 
 
 
 
 
 
Abb. 4.97  Sauerstoffaufnahmerate (OUR) während vier batch-Kultivierungen in Spinnerflaschen 
in Abhängigkeit der Hypoxanthinstartkonzentration (15µM (SMIF-6), 60µM, 90µM und 
150µM). 
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Abb. 4.98  Volumetrische Glukose- und Hypoxanthinaufnahme- und Laktatbildungsrate und 
Raum-Zeit-Ausbeute in Abhängigkeit der Hypoxanthinstartkonzentration in batch-
Kultivierungen. 
 
 
 
Abb. 4.99  Purin-Metabolismus: de novo Biosynthese und salvage pathway (über die 
Hypoxanthin-Aufnahme) und Regulationseinflüsse. 
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Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die BHK-Zellen eine deutliche 
Limitierung im Purinmetabolismus haben. Ein Defekt der de novo-Synthese von 
Inositolmonophosphat können diese Resultate und die fehlenden 
13C-Anreicherungen der Purine bei den Markierungsuntersuchungen erklären. 
Die Effekte der Hypoxanthinsupplementierung auf Metabolismus und rekombinante 
Proteinproduktion mit dem Ergebnis eines Optimums bei 60µM Startkonzentration 
werden bei Betrachtung der Regulationsmechanismen des Purinmetabolismus 
(Abb. 4.99) erklärbar. Die Aufnahme und Umsetzung des Hypoxanthins zu 
Inositolmonophosphat (salvage pathway) wird durch Hypoxanthin selbst inhibiert. Die 
nächsten Zwischenprodukte AMP und GMP wirken ebenfalls inhibierend auf ihre 
eigene Bildung, jedoch haben andererseits die phosphorylierten Energieäquivalente 
ATP und GTP wechselseitig aktivierende Wirkung auf die Bildung des jeweils 
anderen Nukleosids (Abb. 4.99). Hier kommt es demnach im Purinmetabolismus 
sowohl zu aktivierendem (ATP bzw. GTP) als auch zu inhibierendem (GMP und 
AMP) Einfluss auf die Verstoffwechselung von IMP zu GMP bzw. AMP. Bei hohem 
Bedarf der Zelle an Energieäquivalenten besteht somit ein erhöhter Bedarf an 
Hypoxanthin. Ist das Angebot von Hypoxanthin zu hoch, dann überwiegen die 
inhibierenden Einflüsse auf Metabolismus und die antiEGFR-IL2-Proteinproduktion. 
Die Auswirkungen von entsprechend erhöhter Hypoxanthinkonzentration im Medium 
auf den Metabolismus sollten in einem vergleichenden 13C-Markierungsexperiment 
unter stationären Bedingungen (Chemostat) untersucht werden. Das 
Markierungsmedium bestand aus 15% 1-13C-Glukose, 15% U-[13C6]-Glukose und 
70% unmarkierter Glukose. Die Kultivierungen wurden bei 35,5°C durchgeführt. 
 
Abb 4.100 Titrationskurven des SMIF-6-Mediums (gelbe Kurve), einer 20mmolaren HEPES-
Lösung in Wasser (blaue Kurve) und des SMIF-6-Mediums mit 20mmol*L-1 
zusätzlichem HEPES (rote Kurve). Titration mit jeweils 0,2molarer HCl bzw. 
0,2molarer NaOH-Lösung. 
 
Da das SMIF-6-Medium besonders im leicht basischen Bereich nur schwach 
gepuffert ist, war eine CO2-Quantifizierung mittels CO2-Abgasanalytik nicht möglich 
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(der CO2-Anteil in der Zuluft war zu hoch aufgrund der pH-Regelung, so dass eine 
CO2-Bildung der Zellkultur nicht auflösbar war). Daher wurde als Ergebnis von 
Vorversuchen (Aufnahme von Titrationskurven, Abb. 4.100) dem SMIF-6-Medium 
zusätzlich 20mM HEPES-Puffer zugesetzt. 
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Abb 4.101 Vitale Zelldichte, Vitalität, Durchflussrate und anti-EGFR-IL2-Konzentration im Verlauf 
einer Chemostat-Fermentation ohne zusätzliches Hypoxanthin (15µM in SMIF-6). 
Eingerahmt ist der Zeitraum der Zugabe von 13C-markierter Glukose. Das SMIF-6-
Medium war zusätzlich mit 20mM HEPES versetzt. Die Kultivierungstemperatur betrug 
35,5°C. 
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Abb 4.102 Volumetrische und spezifische Glukoseverbrauchsrate und Laktatbildungsrate im 
Verlauf der Fermentation ohne zusätzliches Hypoxanthin (15µM in SMIF-6). 
Eingerahmt ist der Zeitraum der Zugabe von 13C-markierter Glukose. 
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Abb 4.103 Vitale Zelldichte, Vitalität, Durchflussrate und anti-EGFR-IL2-Konzentration im Verlauf 
einer Chemostat-Fermentation mit zusätzlichen Hypoxanthin (100µM zusätzlich, 
15µM bereits in SMIF-6). Eingerahmt ist der Zeitraum der Zugabe von 13C-markierter 
Glukose. Das SMIF-6-Medium war zusätzlich mit 20mM HEPES versetzt. Die 
Kultivierungstemperatur betrug 35,5°C. 
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Abb 4.104 Volumetrische und spezifische Glukoseverbrauchsrate und Laktatbildungsrate im 
Verlauf der Fermentation mit zusätzlichen Hypoxanthin (100µM zusätzlich, 15µM 
bereits in SMIF-6). Eingerahmt ist der Zeitraum der Zugabe von 13C-markierter 
Glukose. 
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Es sollte als Referenz ein 13C-Markierungsexperiment ohne zusätzliches 
Hypoxanthin (15µM, SMIF-6) durchgeführt werden. Diese musste jedoch nach etwa 
6,5 Tagen Markierungsphase wegen einer Kontamination abgebrochen werden. Aus 
dem steady state sind deshalb nur einige Bilanzdaten ermittelbar gewesen, jedoch 
keine 13C-Anreicherungsdaten der proteinogenen Aminosäuren (Abb. 4.101 und 
Abb. 4.102). Zum Vergleich wurde eine Fermentation in chemostatischer Fahrweise 
mit zusätzlicher Hypoxanthin-Supplementierung durchgeführt (100µM Hypoxanthin 
und 15µM des SMIF-6-Mediums, also insgesamt 115µM Hypoxanthin). Die 
Hypoxanthinkonzentration in der Vorlage wurde berechnet basierend auf der 
durchschnittlichen spezifischen Hypoxanthin-Aufnahmerate der batch-Kultur mit 
60µM Hypoxanthinsstartkonzentration: qhypo = 3,15µmol*10-9cv*h-1, es wurden für die 
chemostatische Kultur D = 0,02h-1 mit durchschnittlich 0,6 cv*L-1 kalkuliert. Hieraus 
ergibt sich, dass ca. 95µM pro h im chemostatischen Betrieb im Fermenter 
verbraucht würden. Das SMIF-6-Medium wurde daher mit 100µM supplementiert, so 
dass theoretisch ein Überschuss von 20µM Hypoxanthin im Kulturüberstand 
verbleiben sollte. 
Nach etwa 360h wurde im steady state kontinuierlich 13C-markierte Glukose während 
240h der Kultur zugeben. Von der Biotrockenmasse nach saurer 
Aminosäurehydrolyse wurde ein 2D-NMR aufgenommen. Bei einer Durchflussrate 
von D=0,02h-1 stellte sich eine Hypoxanthinkonzentration im Fermenter im Mittel von 
etwa 13µM ein (Abb. 4.105). Die volumetrische Hypoxanthin-Aufnahmerate betrug 
während des steady states Qhypo = 2,00+/-0,04 µmol*L-1*h-1 (qhypo = 3,56+/-
0,22 µmol*10-9*h-1). Die spezifische Hypoxanthin-Aufnahmerate während der 
chemostatischen Betriebsweise war sehr gut vergleichbar mit der der batch-Kultur 
bei 60µM Hypoxanthinstartkonzentration. 
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Abb 4.105 Hypoxanthinkonzentration im Fermenter und Durchflussrate im Verlauf der 
Kultivierung mit zusätzlichen Hypoxanthin (100µM zusätzlich, 15µM bereits in 
SMIF-6). Grau unterlegt ist der Zeitraum mit Zugabe von 13C-markierter Glukose. 
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Die beiden chemostatischen Fermentationen (ohne zusätzliches Hypoxanthin (15µM, 
SMIF-6) und mit zusätzlichem Hypoxanthin (insgesamt 115µM Hypoxanthin)) ließen 
sich nur hinsichtlich einiger Bilanzdaten und der anti-EGFR-IL2-Produktivität 
vergleichen (Abb 4.101 bis Abb 4.103). Die Zusammenfassung der spezifischen 
Glukose- und Glutaminaufnahmeraten, der spezifischen Laktat- und anti-EGFR-IL2-
Bildungsraten sowie der Raum-Zeit-Ausbeuten sind in Abb. 4.106 dargestellt. Hier ist 
ein Trend hinsichtlich geringerer Glukose- und Glutaminaufnahme bei der 
Hypoxanthin-supplementierten Fermentation (115µM Hypoxanthin) im Vergleich zu 
der Referenzfermentation mit 15µM Hypoxanthin erkennbar. Die deutlich geringere 
spezifische Laktatbildungsrate infolge der Hypoxanthinsupplementierung zeigt den 
Einfluss von Hypoxanthin auch auf den Zentralmetabolismus. Diese Ergebnisse 
bestätigen die Hinweise auf eine Verbesserung des energetischen Status’ der Zelle 
infolge einer Hypoxanthin-Supplementierung, besonders im Zytosol, so dass die 
Laktatbildung reduziert ist. Wie bereits in den batch-Kultivierungen in 
Spinnerflaschen bestätigte sich bei den kontinuierlichen Fermentationen im 
Chemostatmodus, dass eine zusätzliche Hypoxanthin-Supplementierung auch einen 
deutlichen Einfluss auf die anti-EGFR-IL2-Bildung bzw. –sekretion hat (Abb. 4.106). 
Die spezifische anti-EGFR-IL2-Bildungsrate war im Mittel um 34,2 % und die Raum-
Zeit-Ausbeute um 90,4 % erhöht infolge der zusätzlichen Hypoxanthin-
Supplementierung (115µM Hypoxanthin) im Vergleich zur Referenzfermentation mit 
nur 15µM Hypoxanthin. 
 
 
 
Abb 4.106 Spezifische Glukose- und Glutaminaufnahmeraten, spezifische Laktat- und anti-
EGFR-IL2-Bildungsraten und Raum-Zeit-Ausbeuten der Chemostat-Fermentationen 
ohne zusätzliches Hypoxanthin (15µM Hypoxanthin, SMIF-6) und mit zusätzlichen 
Hypoxanthin (100µM zusätzlich, 15µM bereits in SMIF-6). Mittelwerte aus dem steady 
state während der 13C-Markierungsphase. 
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Ein detaillierter Vergleich etwa durch Modellierung der intrazellulären Stoffflüsse war 
nicht möglich, da die Referenzfermentation kontaminiert war. 
Bei der erfolgreichen Fermentation mit zusätzlichem Hypoxanthin konnte im 2D-NMR 
die 13C-Anreicherung in den proteinogenen Aminosäuren analysiert werden. Diese 
13C-Anreicherungsdaten lassen sich nur bedingt mit den Ergebnissen des ersten 
Markierungsexperimentes vergleichen, da sowohl der Anreicherungsgrad der 13C-
markierten Glukose unterschiedlich war als auch einige Kultivierungsparameter 
(Temperatur, Hypoxanthinkonzentration, Puffereigenschaften des Mediums (HEPES-
Suppl.) und Fütterungsstrategie der Glukose) verändert worden sind (Tab. 4.4). 
Die unterschiedliche Zusammensetzung der 13C-Glukose (1-[13C]-Glc) wird in der 
Isotopomerverteilung beispielsweise der Metabolismusprodukte Alanin und Laktat 
deutlich (Abb. 4.107). Die Isotopomeranteile der Einfachmarkierung an der Position 
C3 sind entsprechend erhöht im Vergleich zu dem ersten 
13C-Markierungsexperiment. Trotz dieser Unterschiede konnte das BHK-
Stoffwechselmodell auch für diese Ergebnisse eingesetzt und eine 
Fehlerquadratsumme von etwa 270 erreicht werden. Die Modelle und 
Flussdiagramme intrazellulärer Stoffflüsse sind im folgenden Abschnitt 4.4.4 
Fettsäuren und metabolic flux analysis detailliert dargestellt. 
 
 
Tab 4.4 Unterschiede der Kultivierungsparameter zwischen dem ersten 13C-
Markierungsexperiment und dem Markierungsexperiment mit zusätzlichem 
Hypoxanthin 
 
 1.Markierungsexperiment Markierungsexperiment 
(+zusätzl. Hypoxanthin) 
13C-markierte Glukose 10% U-[13C6-]-Glc 
90% unmark. Glc 
15% 1-[13C]-Glc 
15% U-[13C6]-Glc 
70% unmark. Glc 
Hypoxanthin 15µM (SMIF-6) 115µM 
Kultivierungstemperatur 37,0°C 35,5°C 
Puffereigenschaften des 
Mediums 
SMIF-6 SMIF-6 
+20mM HEPES 
Feeding der Glukose Erhöhung der 
Glukosekonzentration um 
10% mit Beginn der 
Markierungsphase 
Um 30% höhere 
Glukosekonzentration als 
SMIF-6 während der 
gesamten 
Fermentationsdauer 
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Abb 4.107 Relative 13C-Anreicherungen der Isotopomere der Aminosäure Alanin_C3 und des 
Laktats_C3 im Vergleich zwischen dem ersten 13C-Markierungsexperiment (rot) und 
dem 13C-Markierungsexperiment mit zusätzlichem Hypoxanthin (115µM Hypoxanthin) 
(blau). 
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4.4.4 Fettsäuren und metabolic flux analysis 
Die Bilanzierungs- und 13C-Anreicherungsergebnisse der Chemostatfermentation mit 
zusätzlichem Hypoxanthin (115µM Hypoxanthin) wurden in das entwickelte BHK-
Stoffwechselmodell implementiert. Der Transport von a-Ketoglutarat in die 
Mitochondrien bei gleichzeitigem Export von Malat ins Zytosol wurde als 
Austauschfluss berücksichtigt. Die anaplerotische Reaktionen des Malat-Enzyms 
(zytosolisch) und der Pyruvat-Carboxylase (mitochondrial) sind ebenso wie die 
Umsetzung der Alanin-Aminotransferase in das Stoffwechselmodell implementiert. 
Da die Aminosäure Glutamin des Zellproteins infolge der Probenvorbereitung zu 
Glutamat hydrolysiert wird, sind die beiden Aminosäuren zu einem intrazellulären 
Glx-Pool zusammengefasst. 
Es wurden zwei Stoffwechselmodellvarianten optimiert. Die erste 
Stoffwechselmodellvariante implementiert die Desamidierung des zytosolischen Glx-
Pools zum zytosolischen a-Ketoglutartat, welches dann nur über den 
Malat-/a-Ketoglutarat-shuttle in die Mitochondrien und damit in den Zitratzyklus 
gelangen kann (Abb. 4.108, durchgezogene Flussdarstellung). Die zweite 
Stoffwechselvariante berücksichtigt die Möglichkeit, dass das zytosolische Glx direkt 
über einen Glx-shuttle durch die Mitochondrien transportiert und in den 
Mitochondrien zu a-Ketoglutarat metabolisiert (Desamidierung) werden kann 
(Abb. 4.108, gestrichelte Flussdarstellung). Beide Modelle konnten bis zu 
Fehlerquadratsummen von 273 und 327 optimiert werden. 
 
 
Abb 4.108 Stoffwechseldiagramm mit Fokus auf den Malat-a-Ketoglutarat-shuttle und Glx-
Transport durch die Mitochondrienmembran, implementiert sind Alanin-
Aminotransferase und anaplerotische Reaktionen (Malat-Enzym, Pyruvat-
Carboxylase). 
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Abb 4.109 Intrazelluläre Stoffflüsse mit Fokus auf den Malat-a-Ketoglutarat-shuttle und Glx-
Transport durch die Mitochondrienmembran. Stoffflüsse des Stoffwechselmodells mit 
Desamidierung von Glx im Zytosol (oben) und mit Glx-Transport durch die 
Mitochondrienmembran und mitochondriale Desamidierung (unten). Gelb unterlegt 
sind hier die Stoffflüsse, die infolge der Modellvariante sich geändert haben. 
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Die intrazellulären Stoffflüsse wurden normiert auf 100% der Glukoseaufnahme. 30% 
der aufgenommenen Glukose werden in dem Pentose-Phosphat-Weg 
verstoffwechselt. Die Ergebnisse der intrazellulären Stoffflussverteilung der beiden 
Modellvarianten sind in Abb. 4.109 dargestellt. Die Implementierung eines Glx-
shuttles durch die Mitochondrienmembran (Abb. 4.109, unten) und der damit 
verbundenen Desamidierung in den Mitochondrien zeigte, dass der Fluss des 
Malat-/a-Ketoglutarat-shuttle reduziert war. Außerdem hatte diese Veränderung des 
Modells nur auf die anaplerotischen Reaktionen Auswirkungen (Pyruvat-Carboxylase 
und Malat-Enzym) und den Transport von Pyruvat durch die Mitochondrienmembran. 
Der Zentralmetabolismus wird von der Implementierung des Glx-Transporters mit der 
mitochondrialen Desamidierung von Glx nicht beeinflusst im Vergleich zur 
zytosolischen Desamidierung von Glx zu zytosolischem a-Ketoglutarat. Die 
Modellierung der intrazellulären Stoffflüsse von BHK-Zellen kann somit zeigen, 
welche metabolischen Reaktionen durch die Implementierung intrazellulärer 
Transportersysteme (Kompartimentierung) beeinflusst werden.  
Eine weitere Anwendung der Stoffflussanalyse zur Quantifizierung der intrazellulären 
Metabolismuswege kann genutzt werden zur Abschätzung einer potentiellen 
Limitierung im Fettsäurestoffwechsel. Die Bilanzierung der intrazellulären Stoffflüsse 
offenbart die quantitativen Zusammenhänge des Lipidmetabolismus. Fettsäuren sind 
einerseits im Zellanabolismus wichtige Vorstufen zur Synthese von Phospholipiden, 
aus denen die Zellmembranen aufgebaut sind (Lipidsynthese im Zytoplasma). 
Andererseits haben Fettsäuren eine wichtige Funktion im Katabolismus der Zelle als 
Energielieferant (b-Oxidation in den Mitochondrien). Die Bilanzierung des 
zytosolischen Acetyl-CoA (Vorläufer der Lipidsynthese) ergab folgendes Resultat: 
 
 
 
Das zytosolische Acetyl-CoA entsteht aus dem Threonin-Abbau und aus dem Zitrat, 
das bei dem Transport durch die Mitochondriummembran ins Zytosol zu Acetyl-CoA 
und Oxalacetat gespalten wird. Die Modellierung der intrazellulären Flüsse hat 
ergeben, dass der Ursprung des Acetyl-CoA quantitativ neben dem Threonin-Abbau 
Bildung:
Citrat (TCC, Mitochondrium) 5.5 %
Thr-Abbau (Cytosol) 1.5 % 
========
7.0 %
Ursprung:
Glx-Desamidierung 0.7 %
Pyruvat-Carboxylierung 1.9 %
Asx-Desamidierung/-Transamidierung 2.7 %
Thr-Abbau 1.5 %
========
6.9 %
4. Ergebnisse  167 
aus der Glx-Desamidierung, Asx-Desamidierung bzw. –Transamidierung und 
Pyruvat-Carboxylierung zusammensetzt. Die Bilanz der Flüsse, die zur Acetyl-CoA-
Bildung und damit zur Bereitstellung des Acetyl-CoA für die Lipidsynthese führen, 
konnte somit geschlossen werden. Die Hauptwege des Glukosemetabolismus über 
Pyruvat und den Zitratzyklus bleiben bei dieser Bilanz neutral, d.h. führen netto nicht 
zur Lipidsynthese. 
Der Abfluss des Acetyl-CoA aus dem Zitratzyklus in die Fettsäuresynthese bezogen 
auf die Glukoseaufnahme betrug 5,6 % bzw. 10,7 % (aus den beiden 13C-
Markierungsexperimenten) für die BHK-Zellen (MERCK). In der Literatur sind für 
Hybridoma-Zellkulturen 11,7 % [Paredes et al., 1998] beschrieben. 
Die Bestimmung des Lipidanteils an der Biotrockenmasse von BHK-Zellen (MERCK) 
(Abschnitt 4.3.2) ergab 23,4%. Damit ergibt sich eine Diskrepanz von 12,7-17,8 %. 
Diese Ergebnisse legen nahe, dass der Lipidmetabolismus der BHK-Zellen limitiert 
ist. Die Zelle ist daher gezwungen mehr Glukose zu aufzunehmen oder ist auf eine 
Supplementierung von Lipiden aus dem Medium angewiesen. 
Im ansatzweisen Verfahren in Spinnerflaschen wurden Wachstumskurven 
aufgenommen mit SMIF-6-Medium, welchem Liponsäure (C8), Linolsäure (C18) in 
unterschiedlichen Vielfachen der bereits im Medium enthaltenen Fettsäuren 
(Liponsäure: 0,51 µM, Linolsäure: 0,15 µM) supplementiert wurde. Zu Beginn der 
ansatzweisen BHK-Zellkulturen wurden 1 (SMIF-6), 20, 50 und 100fach 
Fettsäuresupplemente in batch-Fermentationen zugesetzt und hinsichtlich Wachstum 
und anti-EGFR-IL2-Bildung untersucht. Die BHK-Zellen wurden in Spinnerflaschen 
im CO2-Inkubator mit 5% CO2 angereicherter Luft kultiviert. Die 
Kultivierungstemperatur betrug 35,5°C. 
In den Ansätzen mit 20 und 50fachen Fettsäurestartkonzentrationen konnten mit 
steigendem Lipidgehalt höhere maximale Zelldichten erreicht werden (Abb. 4.110). 
Die maximale Zelldichte des Kulturansatzes mit 100fachem Fettsäuregehalt war 
jedoch deutlich erniedrigt. 
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Abb 4.110 Vitale Zelldichte und Vitalität in Abhängigkeit unterschiedlicher Linolen- und 
Liponsäurestartkonzentrationen (1x (SMIF-6), 20x, 50x und 100x Konzentrationen der 
beiden Fettsäuren) während batch-Kultivierungen in Spinnerkulturflaschen. 
 
Abb 4.111 Spezifische Glutamin- und Glukoseverbrauchsraten, spezifische Laktatbildungsraten 
und Ertragskoeffizient Ylac/glc in Abhängigkeit unterschiedlicher Linolen- und 
Liponsäurestartkonzentrationen (1x (SMIF-6), 20x, 50x und 100x Konzentrationen der 
beiden Fettsäuren) von batch-Kultivierungen in Spinnerkulturflaschen. 
 
Die Fettsäure-Supplementierung hat gegenüber den einfachen 
Fettsäurekonzentrationen einen verbesserten Metabolismus bewirkt (Abb. 4.111). 
Die spezifischen Glutamin- und Glukoseaufnahmeraten waren bei allen batch-
Kulturen mit 20, 50 und 100fach erhöhten Fettsäurestartkonzentrationen erniedrigt im 
Vergleich zu der Kultur mit nur einfachem Fettsäuregehalt (SMIF-6). Fettsäuren sind 
neben Glukose und Glutamin ein wichtiger Energielieferant des 
Zentralmetabolismus. Da die Fettsäuren in den Mitochondrien zu den C2-Körpern 
Acetyl-CoA abgebaut werden und so direkt in den Zitratzyklus einfließen können, 
findet eine energetische Entkopplung von Glykolyse und Zitratzyklus statt. Dies wird 
bestätigt durch die deutliche Reduzierung der spezifischen Glukoseverbrauchsraten 
mit steigendem Fettsäuregehalt im Medium. Zusätzlich kann durch die Auffüllung des 
mitochondrialen Acetyl-CoA-Speichers (Reservefettsäuren) eine bessere 
Bereitstellung des Acetyl-CoAs für den Zitratzyklus gewährleistet werden. Die 
spezifischen Laktatbildungsraten sind bei den Ansätzen mit 20, 50 und 100facher 
Fettsäure-Supplementierung zwar niedriger im Vergleich zu der Kultur mit nur 
einfachem Fettsäuregehalt, jedoch wurde mit steigender Fettsäure-
Supplementierung wieder eine Erhöhung der spezifischen Laktatbildugsrate 
beobachtet (Abb. 4.111). Die Ertragkoeffizienten YLac/Glc sind bei Erhöhung der 
Fettsäurestartkonzentrationen im Medium ebenfalls höher als bei einfachem 
Fettsäuregehalt. Eine mögliche Erklärung kann die Entkopplung von Glykolyse und 
Zitratzyklus liefern. Die aufgenommene Glukose wird vermehrt in Laktat umgesetzt, 
da der Zitratzyklus mit Acetyl-CoA infolge der Fettsäuresupplementierung verstärkt 
gespeist wird. Das ungünstige Glukose-Laktat-Verhältnis könnte durch eine 
Reduzierung der Glukosekonzentration im Medium erreicht werden. 
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Ein weiterer Effekt des verbesserten Metabolismus kann in einer Unterstützung des 
Zitratzyklus in Bezug auf den Abfluss in die Fettsäuresynthese begründet sein, dass 
neben den katabolischen auch die anabolischen Reaktionen durch die Fettsäure-
Supplementierung gestärkt werden. Die Erhöhung der Fettsäurekonzentrationen im 
Medium hat nicht nur Auswirkungen auf den Energie- und Kohlenstoffmetabolismus, 
sondern beeinflusst auch die rekombinante Proteinproduktion. Die Raum-Zeit-
Ausbeute konnte mit einer 50fachen Fettsäure-Supplementierung um etwa 100% 
erhöht werden. Die spezifische Produktivität wurde durch Zugabe der Fettsäuren auf 
das 50fache der Ausgangskonzentration um mehr als 50% und bei einer Erhöhung 
der Fettsäuren auf das 100fache um nahezu 100% gesteigert (Abb. 4.112). Die 
Raum-Zeit-Ausbeute hat bei einer 50fachen Supplementierung der beiden 
Fettsäuren ein Optimum, während die spezifische Produktivität bei einer 
Fettsäurekonzentration um den Faktor 100 nochmals gesteigert war. Da bei 
100fachen Fettsäure-Supplementierung die maximale Zelldichte deutlich niedriger 
war als bei den Vergleichkonzentrationen könnte die Fettsäure-Supplementierung 
zur Entwicklung einer Fütterungsstrategie für einen fed-batch-Prozess genutzt 
werden. Die feeding-Strategie könnte aus einer Wachstumsphase mit 50facher 
Fettsäure-Supplementierung und einer Produktionsphase mit 100facher Erhöhung 
der Fettsäurekonzentration bestehen. 
 
 
Abb 4.112 Raum-Zeit-Ausbeuten und spezifische anti-EGFR-IL2-Produktiviäten in Abhängigkeit 
unterschiedlicher Linolen- und Liponsäurestartkonzentrationen (1x (SMIF-6), 20x, 50x 
und 100x Konzentrationen der beiden Fettsäuren) von batch-Kultivierungen in 
Spinnerkulturflaschen. 
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13C-Anreicherungen im Lipidextrakt der Biotrockenmasse: Fettsäuren, 
Cholesterol 
Zur Überprüfung und gegebenenfalls Implementierung von C-Gerüstanteilen der 
Fettsäuren und des Cholesterols in das BHK-Stoffwechselmodell wurde aus der 13C-
markierten Biotrockenmasse (13C-Markierungsexperiment mit zusätzlichem 
Hypoxanthin) eine Lipidextraktion durchgeführt und im NMR untersucht. Von dem 
Lipidextrakt wurde sowohl ein 1H-NMR (13C-entkoppelt) als auch ein 2D-NMR 
(HSQC) durchgeführt. Es war notwendig, die Zuordnung der C-Kopplungsgruppen 
der Lipide (Glycerol, Phospholipide, Choline, gesättigte und ungesättigte Fettsäuren, 
Cholesterol) im NMR zu identifizieren. Aus dem Lipidrohextrakt war es möglich, mit 
Hilfe dieser NMR-Meßmethoden C-Grundgerüststrukturen zu bestimmen. Das 1D-
NMR und das 2D-NMR des Lipidextraktes sind in Abb. 4.113 und Abb. 4.114 
dargestellt. Die meisten Signale des Cholesterols konnten im 2D-NMR zugeordnet 
werden. Zwei Beispiele der Isotopomere einer endständigen Methylgruppe eines 
Lipids (Abb. 4.115) und des C18 des Cholesterols (Abb. 4.116) sind hier gezeigt. Es 
ist möglich mit 2D-NMR die 13C-Anreicherung in Lipiden mittels Isotopomeranalyse 
zu quantifizieren. Die detaillierte und vollständige Zuordnung der 13C-Signale im 2D-
NMR konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr erfüllt werden. Die 
Vorraussetzungen zur Modellierung einiger C-Gerüstfragmente beispielsweise des 
Cholesterols konnten hier erbracht werden. Die Implementierung in das BHK-
Stoffwechselmodell ist über diese Arbeit hinaus mit diesen Daten möglich. 
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Abb 4.113 1H NMR (13C entkoppelt) des gesamten Lipidextraktes der Biotrockenmasse von BHK-
Zellen (MERCK) 
 
Abb 4.114 2D-NMR (HSQC) des gesamten Lipidextraktes der Biotrockenmasse von BHK-Zellen 
(MERCK). Zugeordnete Signale sind durch handschriftliche Markierungen 
gekennzeichnet. 
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Abb 4.115 13C-Isotopomerspektrum einer 13C-markiertem endständigen Methylgruppe (C-C-
Kopplung CH3-(CH2)n--) aus dem Lipidextrakt der Biotrockenmasse von BHK-Zellen. 
Die Überlagerung der Multipletts benachbarter 13C-Atome. Singulett bzw. Triplett: nur 
C1 ist 13C-markiert, Dubletts: C1 und C2 sind 13C-markiert. Die Integration der 
Peakflächen ergibt die relativen Isotopomeranteile. 
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Abb 4.116 13C-Isotopomerspektrum aus dem 13C-markierten C-Gerüst des Cholesterols (C-C-
Kopplungen des C18 des Cholesterols) aus dem Lipidextrakt der Biotrockenmasse von 
BHK-Zellen. Die Überlagerung der Multipletts benachbarter 13C-Atome. Singulett bzw. 
Triplett: nur C1 ist 13C-markiert, Dubletts: C1 und C2 sind 13C-markiert. Die Integration 
der Peakflächen ergibt die relativen Isotopomeranteile. 
 
 
 
 
 
 
 
Zusammenfassung der Ergebnisse zu den Anwendungen der metabolischen 
Stoffflussanalyse in rekombinanten BHK-Zellen 
 
Nach der Erstellung eines Stoffwechselmodells von BHK-Zellen war es möglich, 
einige Anwendungen zum besseren Verständnis des Metabolismus von 
Säugerzelllinien darzustellen und Wege für eine rationale Bioprozessentwicklung von 
rekombinanten Proteinen in BHK-Zelllinien aufzuzeigen. In Tab. 4.5 sind die 
Ergebnisse der hier untersuchten Anwendungen der metabolischen Stoffflussanalyse 
in rekombinanten BHK-Zellen kurz zusammengefasst. 
 
 
 
 
 
 
 
Tab 4.5  Zusammenfassung der Anwendungen der Stoffflussanalyse in rekombinanten BHK-Zellen 
Anwendungen 
der metabolic 
flux analysis 
 
Ergebnisse 
Quantifizierung der 
Anaplerotik 
o Austauschflüsse der anaplerotischen Reaktionen wurden 
quantifiziert, Transport von Pyruvat in die Mitochondrien ist 
nachweislich möglich und der Stofffluss ist quantifiziert. 
Ansätze zum 
metabolic 
engineering in 
BHK-Zellen 
o BHK-Zellen mit zytosolisch exprimierter rek. PYC (GBF) 
zeigte verbesserte metabolische Umsetzung der Glukose 
im Vergleich zu der Referenzzelle ohne rek. PYC 
o die Modellierung der intrazellulären Stoffflüsse der BHK-
Zelllinie mit PYC wurde erfolgreich durchgeführt 
o es konnte kein verstärkter Fluss in die Mitochondrien 
nachgewiesen werden, intrazellulärer Stoffflussvergleich 
mit BHK-Zelllinie ohne PYC war nicht möglich 
Nukleotid-
metabolismus 
o zentrale Funktion im Zellmetabolismus 
Pyrimidine  
(Bsp. Thymidin) 
o Quantifizierung der intrazellulären Austauschflüsse des 
Serin-Glycin-Metabolismus und des C1-Stoffwechsels 
o Limitierungen konnten mittels der Stoffflussanalyse 
identifiziert und in Supplementierungsuntersuchungen 
ausgeschlossen werden. 
Purine  o 13C-Markierung in den Pyrimidinen nachweisbar, jedoch 
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(Bsp. Hypoxanthin) keine 13C-Signale bei den Purinen, Hinweis auf Limitierung 
o de novo-Synthese von IMP wahrscheinlich in BHK-Zellen 
(MERCK) nicht möglich 
o optimale Supplementierung von Hypoxanthin führte zu 
verbessertem Metabolismus und höherer rekombinanter 
Produktausbeute 
o 13C-Markierungsexperiment wurde unter optimierten 
Kultivierungsbedingungen durchgeführt, das entwickelte 
BHK-Stoffwechselmodell konnte mit diesen 13C-
Anreicherungsdaten und Bilanzdaten mit geringem 
Residuum angepasst werden. 
Fettsäure-
metabolismus 
o Anpassung von verschiedenen Stoffwechsel-
modellvarianten offenbarte die Auswirkungen der 
mitochondrialen Transportsysteme auf die intrazellulären 
Stoffflüsse 
o Stoffflussanalyse ermöglichte die intrazelluläre 
Bilanzierung der Fettsäuresynthese 
o Identifizierung von Limitierungen im Fettsäurestoffwechsel, 
Fettsäuresupplementierung belegte in batch-Kultivierungen 
Verbesserungen im Zentralstoffwechsel und Steigerung 
der rekomb. Proteinproduktion (100%ige Erhöhung der 
RZA und 50 bzw, 100%ige Steigerung der spezifischen 
Produktivität) 
o 13C-Anreicherung im Lipidextrakt der BHK-Zellen im 1D- 
und 2D-NMR nachweisbar und nahezu vollständige 
Zuordnung der 13C-Signale von Cholesterol im 2D-NMR 
möglich; Isotopomeranteile quantifizierbar. 
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5. Diskussion 
Die in dem voran gestellten Kapitel beschriebenen Ergebnisse wurden jeweils bereits 
am Ende eines größeren Abschnitts diskutiert. Daher wird hier hauptsächlich auf 
Aspekte der Stoffflussanalyse eingegangen. 
5.1 Rationale Ansätze der Prozessentwicklung 
 
5.1.1 Zellsystem 
Die in der Literatur beschriebenen Untersuchungen zeigen, dass bisher die 
grundlegenden Arbeiten auf dem Gebiet der Stoffflussanalyse in Säugerzellen mit 
Hybridomazellen durchgeführt wurden [z.B.: Sharfstein et al., 1994; Mancuso et al., 
1994; Bonarius, 1998; Forbes, Clark, und Blanch, 2000]. Hybridoma-Zellen sind 
Hybride aus einer Myelom- und einer B-Lymphozythenzelle meist murinen 
Ursprungs. Sie werden bzw. wurden zur Herstellung von diagnostischen und 
therapeutischen Antikörpern eingesetzt. Im Bereich der Biotherapeutika werden 
heute jedoch meist CHO- und BHK-Zellen eingesetzt, die die Möglichkeiten der 
rekombinanten Proteinproduktion bieten. Daher ist es von besonderem Interesse den 
Metabolismus und seine Regulation von diesen Zellsystemen besser zur kennen und 
zu verstehen. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Stoffflussanalyse mit 
besonderem Fokus auf BHK-Zellen gelegt. 
 
5.1.2 Untersuchungsmethoden 
Bisher wurden im Wesentlichen zwei Hauptansätze zur metabolischen 
Stoffflussanalyse in Säugerzellen verfolgt: (a) in vivo-NMR und (b) 
Bilanzierungsmodelle. 
(a) in vivo-NMR: Mancuso et al. (1994) und Sharfstein et al. (1994) haben diese 
Untersuchungsmethode eingesetzt zur Quantifizierung metabolischer Flüsse in 
Hybridoma-Zellen. Diese Methode ermöglicht es, den Metabolismus in lebenden 
Zellen nahezu "realtime" zu detektieren. Somit ist diese eine von wenigen 
existierenden Techniken, Ereignisse auf molekularer Ebene in lebenden Zellen zu 
beobachten und zu quantifizieren. Allerdings hat die in vivo-NMR-Spektroskopie 
einige schwerwiegende Nachteile. Es ist nämlich ein spezieller, komplexer 
Hohlfaserreaktor notwendig, der so konstruiert ist, das er in den relativ engen Raum 
eines NMR hineinreichen kann. Die Zellen müssen hier unter Perfusionsbedingungen 
wachsen, die keine homogenen Kulturbedingungen aufweisen, welche jedoch in 
Produktionsprozessen für monoklonale Antikörper, Vakkzine und rekombinante 
Glykoprotein gegeben sind. Die Zellen die in diesen Perfusionssystemen kultiviert 
werden, zeigen typischerweise niedrige spezifische metabolische Raten, die 
aufgrund der niedrigen Biosyntheseraten meist nur sog. "maintenance"-
Stoffwechselraten ergeben [Bonarius, 1998]. Die Aussagen dieser 
Stoffwechselzustände können nur sehr bedingt auf den Metabolismus in 
Suspensionskultur in Rührreaktoren übertragen werden. 
(b) Bilanzierungsmodelle: Zupke et al. (1995, 1996), Bonarius et al. (1996, 1998) 
und Paredes et al. (1998) haben Bilanzierungsmodelle entwickelt, meist auf der 
Basis von spezifischen Aufnahme- und Bildungsraten von extrazellulär 
quantifizierbaren Metaboliten. Zur Verifizierung der kalkulierten Flussdaten wurde mit 
13C- oder 14C-markierten Substraten (Glukose und Glutamin) gefüttert und dann 
176  5. Diskussion 
Metabolite im Kulturüberstand (Laktat oder Aminosäuren) mittels NMR-Spektroskopie 
bzw. Szintillationszählung (CO2) analysiert. 
In der vorliegenden Arbeit wurden neben den Bilanzierungsdaten (Aufnahme- und 
Produktionsraten von Metaboliten) 13C-markierte Glukose unter stationären 
Bedingungen zugegeben und die Isotopomerverteilung von 13C im 2D-NMR aus 
proteinogenen Aminosäuren analysiert und mittels dieser Daten intrazelluläre 
metabolische Stoffflüsse kalkuliert. Diese Methode wurde bisher nur zur 
Stoffflussanalyse in Mikroorganismen eingesetzt [z.B. Szyperski, 1995; Schmidt, 
et al., 1998]. Zur Untersuchung in Säugerzellen wurde diese Methode bislang noch 
nicht eingesetzt. Die Etablierung der Technik der 2D-NMR-Analyse von 
proteinogenen Aminosäuren zur intrazellulären metabolischen Flussberechnung 
wurde in der vorliegenden Arbeit erfolgreich gezeigt und als Untersuchungsmethode 
für die metabolische Stoffflussanalyse zur Quantifizierung intrazellulärer 
Metabolitflüsse etabliert. 
 
5.1.3 Stoffwechselmodell für BHK-Zellen und Stoffflussmodellierung 
Basierend auf dem Stoffwechselmodell von Mancuso et al (1994) und Sharfstein 
et al. (1994) wurde ein Stoffwechselmodell in der vorliegenden Arbeit für 
rekombinante BHK-Zellen entwickelt. Zwar war es aus technischen Gründen nicht 
möglich, einen direkten Vergleich von zwei Metabolismuszuständen (idealerweise 
wäre nur ein Parameter verändert) zu analysieren. Aber für die insgesamt drei 13C-
Markierungsuntersuchungen unter stationären Bedingungen konnte das BHK-
Stoffwechselmodell eingesetzt werden und Flussberechnungen durchgeführt werden 
(mit akzeptabel niedrigem Residuum). Somit wurde gezeigt, dass eine 
Modellanpassung von zwei unterschiedlichen rekombinanten BHK-Zelllinien und 
zudem noch sehr verschiedenen Medien- und Kultivierungsbedingungen 
(unterschiedliche Substratzusammensetzung (1-13C-/U13C6-Glukose, Hypoxanthin-
Supplementierung, verschiedenen Kultivierungstemperaturen) erfolgreich zur 
intrazellulären Flussberechnung eingesetzt wurde. Neu ist auch, dass die 
Kompartimentierung und die damit verbundenen Beschränkungen durch die 
mitochondrialen Transportmechanismen in den Flussmodellen berücksichtigt 
wurden. In das hier entwickelte Stoffwechselmodell wurden Austauschflüsse 
integriert und teilweise auch freigegeben. Trotz unterschiedlicher rekombinanter 
BHK-Zelllinien (Modellentwicklung mit rek. BHK-Zelllinie (MERCK) und Einsatz mit 
Daten der BHK-PYC-Zelllinie (GBF)) und deutlich verschiedenen 
Kultivierungsbedingungen ließ sich das entwickelte BHK-Stoffwechselmodell mit 
gutem Residuum anpassen und konsistente Flussberechnungen liefern. Dies spricht 
für ein robustes Stoffwechselmodell für Säugerzellen. 
5.2 Anwendungen der metabolischen Stoffflussanalyse 
 
5.2.1 Physiologische Erkenntnisse und Anwendungsbeispiele der 
metabolischen Stoffflussanalyse 
Die in dieser Arbeit mittels des BHK-Stoffwechselmodells berechneten intrazellulären 
metabolischen Flüsse wurden stoffwechselphysiologisch bewertet. Die neuen 
Erkenntnisse zum Metabolismus in Säugerzellen wurden anhand von 
Anwendungsbeispielen aufgezeigt. 
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(a) In allen hier aufgezeigten Datensätzen wurden Verbindungen zwischen Glykolyse 
und TCA-Zyklus detektiert (etwa 53% in der BHK-Zelllinie (MERCK), etwa 55% in der 
BHK-PYC-Zelllinie (GBF) und etwa 47,5% in der BHK-Zelllinie (MERCK) 
(2. Datensatz), alle Werte sind bezogen auf die jeweils aufgenommene Glukose). 
Die Laktatbildungsrate betrug bezogen auf die Glukoseaufnahme 51,5%, 48,9% und 
50%. 
 
(b) Der Durchfluss durch den Pentose-Phosphat-Weg bezogen auf die 
aufgenommene Glukose betrug etwa 19,1% BHK (MERCK), 4,4% BHK-PYC (GBF) 
und 30% BHK (MERCK) (2. Datensatz). 
 
(c) Die Pyruvat-Carboxylase Aktivität betrug bei BHK (MERCK) 0,06% 
(mitochondrial), bei BHK-PYC (GBF) 2,8% (mitochondrial) und 4,4% (rek. 
zytosolisch) und bei BHK (MERCK) (2. Datensatz) 1,9-2,6% (mitochondrial) jeweils 
bezogen auf die aufgenommene Glukose. 
 
(d) Die Malat-Enzym-Flüsse betrugen 17,8% netto (Mal_C->Pyr_C), BHK (MERCK), 
20,4% netto (Mal_C -> Pyr_C), BHK-PYC (GBF) und 21,2-21,9% netto (Mal_C -> 
Pyr_C), BHK (MERCK) (2. Datensatz), in Bezug auf die aufgenommene Glukose. 
 
(e) Der Abfluss aus dem TCA Zyklus in die Lipidsynthese betrug bezogen auf die 
aufgenommene Glukose 10,2% bei BHK (MERCK), 4,6% bei BHK-PYC (GBF) und 
5,5% bei BHK (MERCK) (2. Datensatz). 
 
Zusammengefasst sind diese Ergebnisse im Vergleich mit Literaturdaten von 
Stoffflussanalyseergebnissen aus Hybridoma-Zellen und BHK-Zellen in folgender 
Tabelle (Tab 5.1). 
 
Tab 5.1 Vergleich der Stoffflussanalyseergebnisse der vorliegenden Arbeit mit Literaturdaten 
 BHK 
(MERCK) 
1.mark. 
Exp. 
BHK-
PYC 
(GBF) 
BHK 
(MERCK) 
2.mark. 
Exp. 
Hybridoma 
[Sharfstein 
et al., 1994] 
Hybridoma 
[Mancuso 
et al., 1994] 
BHK 
[Neerman 
& Wagner, 
1996] 
Hybridoma 
[Bonarius 
et al., 
1998,2001] 
Hybridoma 
[Paredes 
et al., 1998] 
Glc->PPP 
[%] 
19,1 4,4 30,0 8,2 4 8 17,4 6,7 
Glc->TCA 
(PDH) [%] 
53 55 47,5 n.a n.a n.d.<< 22,3 17,2 
Glc->Lac 
[%] 
51,5 48,9 50,0 73,8 76 76,2 65,9 92,4 
Glc via PYC 
(mito.) [%] 
0,06 2,8 1,9-2,6 n.a n.d.<< n.d<< 0,29 n.a. 
Glc via PYC 
(rec.cyt.) 
[%] 
-/- 4,4 -/- -/- -/- -/- -/- -/- 
Glc via ME 
[%] 
17,8 20,4 21,2-21,9 +/- 0 26,5 n.d. 19,3 19,2 
Glc->Lipide 
[%] 
10,2 4,6 5,5 21,0 4,1 n.a. 1,7 5,7 
Glc/Gln 
[-] 
5,3 6,9 5,3 3,7 3,2 3,23 4,5 4,8 
 
Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse haben gezeigt, dass zwar der 
größte Anteil der aufgenommenen Glukose in Laktat überführt und sekretiert wird, 
jedoch wurden signifikante Flüsse via Pyruvat-Dehydrogenase in den TCA-Zyklus 
detektiert. In der Literatur [Neerman und Wagner, 1996] wurde die Existenz der 
direkten Verbindungen zwischen Glykolyse und TCA-Zyklus in Säugerzelllinien sei 
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es über Pyruvat-Dehydrogenase oder sei es über Pyruvat-Carboxylase oder 
Phosphoenolpryuvat-Carboxykinase sogar gänzlich bestritten. In der vorliegenden 
Arbeit wurden hingegen für die untersuchten rekombinanten BHK-Zelllinien deutliche 
Flüsse via Pyruvat-Dehydrogenase bestimmt. Allerdings wurden für die beiden 
anaplerotischen Reaktionen, Pyruvat-Carboxylase und Phosphoenolpyruvat-
Carboxykinase, nur sehr geringe bzw. keine signifikanten Flüsse detektiert. Diese 
hier erzielten Ergebnisse werden von Bonarius et al. (1998/2001) und Paredes et al. 
(1998) bestätigt. Als Erklärung für die hohen glykolytischen Raten gefolgt von hohen 
Laktatbildungsraten bei sehr vielen kontinuierlichen Säugerzelllinien im Vergleich zu 
primären tierischen Zellen werden folgende Ansätze in der Literatur diskutiert [Linz 
et al., 1997]. Ein Hauptgrund scheint in der zytoplasmatischen NAD+-Regeneration 
zu liegen. NADH+H+, welches in der Glykolyse gebildet wird, kann nicht direkt durch 
die Mitochondrienmembran transportiert werden. Ein indirekter 
Transportmechanismus, wie z.B. den Malat-Aspartat-shuttle, ist daher notwendig. 
Der Transport mittels dieses Transportsystems ist jedoch limitiert [Eigenbrodt et al., 
1985]. Aber dieses Transportsystem müsste dann auch zweimal so schnell sein, wie 
die Glykolyserate, da je Mol verbrauchter Glukose 2 Mol NADH+H+ entstehen. Aber, 
wie bei Paredes et al. (1998) diskutiert, ist dieser Transporter in transformierten 
Zellen gar nicht aktiv, so dass die Regeneration von NAD+ nur im Zytosol erfolgen 
kann durch Umsatz von Pyruvat in Laktat. 
Es ist bekannt, dass eine deutlich gesteigerte Glykolyserate ein 
Hauptcharakteristikum von schnell-wachsenden Tumorzellen darstellt. Dieser 
Stoffwechselweg beinhaltet eine zu normalen Primärzellen unterschiedliche 
isoenzymatische Zusammensetzung. Oftmals ist die Aktivität von regulatorischen 
Schlüsselenzymen aus der Glykolyse erhöht im Vergleich zu gesunden Zellen 
[Baggetto et al., 1992]. Diese Veränderungen korrelieren mit der malignen 
Transformation und ebenfalls mit dem Fortschreiten der malignen Veränderung von 
Zellen. Die Folge ist, dass Glukose nicht mehr als alleinige Energiequelle ausreicht. 
Glutamin spielt aus diesem Grund nicht nur eine wichtige Rolle als Stickstoffquelle, 
sondern übernimmt eine Hauptaufgabe in der Auffüllung des TCA-Zyklus und stellt 
somit die zweitwichtigste Energiequelle für die Zelle dar. Allerdings ist dies nur 
möglich, wenn gleichzeitig ein Enzym, wie das sog. malic enzyme, die notwendigen 
Acetyl-CoA-Einheiten für den TCA-Zyklus liefert. 
Der TCA-Zyklus weist eine weitere Besonderheit auf, da nicht das gesamte Zitrat im 
TCA-Zyklus oxidiert wird. Ein gewisser Teil des Zitrats verlässt den TCA-Zyklus und 
wird aus den Mitochondrien transportiert, um dort den Grundbaustein für die 
Fettsäure- und Cholesterolsynthese zu liefern. Das abgeführte Zitrat muss durch 
Auffüllreaktionen wieder ersetzt werden, damit übernimmt das in den TCA-Zyklus 
einfließende Glutamin als a-Ketoglutarat auch eine wichtige auffüllende, d.h. 
anaplerotische Aufgabe wahr. 
So sind auch die hohen Glutaminaufnahmeraten begründet. Diese haben allerdings 
zwei Nebeneffekte: Einerseits wird durch die gesteigerte Glutaminaufnahme 
entsprechend viel Ammonium freigesetzt, andererseits ist der TCA-Zyklus noch 
unausgeglichen. Würde nahezu das komplette Glutamin als a-Ketoglutarat in den 
TCA-Zyklus einfließen, dann würde das für die Bildung von Zitrat aus Oxalacetat 
notwendige mitochondriale Acetyl-CoA fehlen. Dies kann entweder durch eine 
höhere Pyruvat-Dehydrogenase-Aktivität oder durch die Auffüllung durch den sog. 
Malat-shunt ausgeglichen werden. Ein Teil des a-Ketoglutarat wird in den 
Mitochondrien in Malat umgesetzt und dann zu mitochondrialem Pyruvat 
metabolisiert. Dieser Reaktionsmechanismus kann so den mitochondrialen Pyruvat-
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Pool auffüllen und das notwendige mitochondriale Acetyl-CoA bereitstellen [Paredes 
et al., 1998]. 
Die physiologische Untersuchung von kultivierten tierischen Zellen, wie auch die 
BHK-Zelllinien der vorliegenden Arbeit zeigt auch, dass die zuvor und in der Literatur 
häufig beschriebenen Phänomene der metabolischen Besonderheiten, auf einen 
Überschussmetabolismus hinweisen, welcher typisch ist für tierische 
Zellkultivierungen (Glukose, Glutamin, Aminosäuren etc. liegen in den meisten 
eingesetzten Medien im Überschuss vor). Unter Bedingungen mit sehr niedrigen 
Glutamin- oder auch Glukosekonzentrationen nehmen die Substrataufnahmeraten 
ab, die Bildungsraten der nicht erwünschten Beiprodukte (Laktat und Ammonium) 
sinken, jedoch die Produktbildungsraten steigen deutlich an [Cruz et al., 1999]. 
Entscheidend ist, dass die Kulturen nicht in die Limitierung gelangen dürfen. Damit 
stellt sich für die Realisierung dieser Ansätze ein technisches Mess- und 
Regelproblem, welches vor allem für das up-scaling im industriellen Maßstab 
praktisch nicht lösbar ist [Doverskog et al., 1997 und Dowd et al., 2001]. Dieser 
Ansatz wurde daher in der vorliegenden Arbeit nicht verfolgt. 
Eine weitere Möglichkeit den Metabolismus zu beeinflussen und zwar zur 
Verbesserung der metabolischen Ausbeuten und zur Verringerung der inhibitorisch 
wirkenden Nebenprodukte ist in der Literatur versucht, indem Glukose und Glutamin 
in rekombinanten CHO-Zellkulturen substituiert wurde [Altamirano et al., 2000]. Im 
Kultivierungsmedium wurde Glukose durch Galaktose ersetzt und Glutamin durch 
Glutamat. Die Resultate zeigten, dass vor allem eine Verbesserung der maximalen 
Zelldichte in batch-CHO-Kulturen erreicht werden konnte vor allem durch die 
Substitution von Glukose durch Galaktose. Dieser Ansatz würde eine sehr gute 
Möglichkeit bieten, mittels des Tools der metabolischen Stoffflussanalyse zu 
untersuchen. Dieser Ansatz bietet Möglichkeiten für den weitergehende 
Untersuchungen dieser hier vorgelegten Arbeit. 
Die Reduktion der Kultivierungstemperatur von 37,0°C auf 35,5°C erbrachte, wie in 
der vorliegenden Arbeit gezeigt, eine signifikante Erhöhung der Produktivitäten. Dies 
hat, wie zuvor bereits schon diskutiert, Einflüsse auf den Metabolismus, aber es ist in 
der Literatur für CHO-Prozesse auch beschrieben, das die Reduktion der 
Kultivierungstemperatur einerseits eine Erhöhung der Expression von rekombinanten 
Proteinen [Schatz et al., 2003] und andererseits durch die Beeinflussung des 
Zellzyklus’ eine Verlängerung der stationären Phase in batch- bzw. fedbatch-
Prozessen bewirken kann [Kaufmann et al., 1999]. Somit wäre die Reduzierung der 
Kultivierungstemperatur auch ein Ansatz für die Prozessentwicklung mit dem Ziel der 
fedbatch Prozessführung (Wachstumsphase bei 37°C und anschließender 
Temperaturshift beispielsweise zu 35,5°C für die Produktionsphase). In dieser Arbeit 
wurden jedoch keine weitergehenden Untersuchen zu einem fedbatch Verfahren 
verfolgt. 
In der hier vorgelegten Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Hypoxanthin-
Supplementierung zu einer Verbesserung des Metabolismus’ und der 
Produktausbeute beigetragen hat. Wie in der Literatur beschrieben bei Grummt et al. 
(1977), trägt die Supplementierung von Hypoxanthin bei serumentwöhnten ruhenden 
3T3 Fibroblastenzellen zu einer Steigerung des ATP-Pools und zu einer Erhöhung 
der rRNA-Syntheserate bei. Eine Erhöhung des ATP Levels ist notwendig zur 
Initiierung der DNA-Synthese. Dies gibt einen weiteren Hinweis zur Erklärung der in 
dieser Arbeit festgestellten Verbesserungen hinsichtlich Metabolismus und 
Produktbildung infolge der Hypoxanthin-Supplementierung. 
Die Supplementierung von Lipiden hat einen entscheidenden Einfluss auf den 
Metabolismus und die rekombinante Proteinsekretion, wie die Ergebnisse dieser 
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Arbeit belegen. Es wurde gezeigt, dass die Supplementierung von freien Fettsäuren 
wahrscheinlich durch eine Entkopplung von Glykolyse und TCA-Zyklus sehr deutlich 
auf die Glukoseaufnahme- und die Laktatbildungsraten einwirkt. Die Bilanzierung der 
Stoffflüsse gibt Aufschluss darüber, inwieweit im Metabolismus eine Limitierung im 
Lipidstoffwechsel (Fettsäure- und Cholesterolsynthese) vorliegt. In der Literatur wird 
zwar ebenfalls ein positiver Effekt auf das Zellwachstum und Produktivität von 
Hybridomazellen hingewiesen, die spezifische Glukoseaufnahmerate und 
Laktatbildungsrate bliebe von der Supplementierung freier Fettsäuren aber 
unbeeinflusst [Butler et al., 1995]. Mit den in der vorliegenden Arbeit dargestellten 
Ergebnissen konnte nicht nur der positive Effekt von freien Fettsäuren auf Wachstum 
und rekombinante Produktbildung gezeigt werden, sondern mittels der Erkenntnisse 
der metabolischen Stoffflussanalyse ist es möglich, eine Limitierung vorherzusagen 
und eine Abschätzung der Quantitäten einer Supplementierung vorzunehmen. Dies 
stellt ein Beispiel dar für verbesserte rationale Ansätze der Bioprozessentwicklung 
mittels des Tools der „metabolic flux analysis“. 
Positive Effekte von freien Fettsäuren basierend auf dem „black box“-Modell der 
Zelle ist auch bei Schmid et al. (1991) und bei Grammatikos et al. (1994) 
beschrieben. 
Die Zugabe von Linolsäure im Kulturmedium hat in Hybridoma-Zellkulturen gezeigt, 
dass diese auch die Toleranz gegen die Scherbelastung in Suspensionskulturen 
erhöhen kann und damit zu einer Zunahme der Robustheit von Säugerzellen in 
gerührten Kultursystemen beiträgt [Butler et al., 1999]. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der metabolischen Stoffflussanalyse 
(Kombination aus Bilanzierung und spektroskopischer Analyse (2D-NMR) der 
proteinogenen Aminosäuren infolge der Fütterung von 13C-markierter Glukose unter 
stationären Bedingungen) für BHK-Zellen etabliert und anhand von Beispielen aus 
dem Zentralmetabolismus, der Anaplerotik, dem Nukleotidstoffwechsel und dem 
Lipidmetabolismus die erfolgreiche Anwendung dieses Werkzeugs zu einem 
besseren Verständnis des Metabolismus in Säugerzellen und Ansätze zu einer 
rationalen Bioprozessentwicklung aufgezeigt. 
 
5.2.2 Ansätze zum "metabolic engineering" 
Die Ergebnisse der metabolischen Stoffflussanalyse lassen sich einerseits zu einer 
verbesserten Herangehensweise der Medienentwicklung und zum Mediendesign 
verwerten. Die metabolischen Besonderheiten von permanenten Säugerzelllinien, die 
vielfach Ähnlichkeit mit dem Stoffwechsel von Tumorzellen aufweisen, geben 
andererseits Hinweise für gezielte Eingriffe in den Metabolismus, d.h. für das sog. 
"metabolic engineering". Während in mikrobiellen Systemen bereits zahlreiche 
Anwendungen zur gezielten Veränderung von Stoffwechselwegen realisiert sind [z.B. 
Stephanopoulos et al., 1998], stehen Applikationen des „metabolic engineering“ in 
Säugerzellen noch sehr am Anfang der Entwicklung. 
Die Ansätze des "engineering" von Säugerzellen lassen sich, wie folgt, einteilen 
[Godia und Cairo, 2002]: 
 
(a) "metabolic engineering" im Zentralstoffwechsel 
(b) Eingriffe zum Schutz vor Apoptose 
(c) Veränderungen bei der Kontrolle der Zellzyklus Prozesse 
(d) Koordinierte Expression von sog. multiplen Genen 
(e) Modifikationen im Bereich der Proteinglykosylierung 
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Im Folgenden wird nur auf die wesentlichen Ansätze zum "metabolic engineering" 
(a) kurz eingegangen. 
Aus Bioprozesssicht sind tierische Zellkultursysteme als sub-optimal zu betrachten, 
die Zellwachstumsraten sind sehr langsam, relativ niedrige finale Zellkonzentration 
und meist rascher Vitalitätsabnahme nach Ereichen der maximalen Zelldichte. Zwei 
Hauptaspekte sind hierbei zu beachten: Erstens, erfahren die Zellen sehr 
tiefgreifende Veränderungen der Umgebungsbedingungen, von der 
homöostastischen Kontrolle in einem Gewebeverband eines vielzelligen Organismus 
zu den Bedingungen, die in einem Bioreaktor herrschen. Zweitens liegen bei 
Säugerzellen hochkomplexe intrazelluläre metabolische und zellbiologische 
Regulationssysteme vor. Beide Aspekte erschweren die Abschätzung, wie sich 
Eingriffe und Veränderungen im Stoffwechsel von Säugerzellen auf dieses Gefüge 
auswirken (Zentralmetabolismus, Zellzyklus, programmierter Zelltod, Apoptose, 
Proteinexpression und -glykosylierung). 
Die Glukose- und Glutaminverwertung im Zentralmetabolismus stellen die 
naheliegenden Ansätze zum „metabolic engineering“ dar. Hauptaugenmerk liegt 
hierbei auf der effizienteren Verwertung der beiden Hauptkohlenstoff- und 
Energielieferanten und auf der Reduktion der Bildung der beiden inhibitorisch 
wirkenden Stoffwechselabfallprodukte Laktat und Ammonium. Der Ansatz mittels 
einer zusätzlichen zytosolischen Pyruvat-Carboxylase eine verbesserten 
Glukosefluss in den Zitratzyklus zu erreichen wurde durch eine rekombinante BHK-
Zelllinie [Irani et al., 1999, 2002]. Diese Zelllinie wurde in der vorliegenden Arbeit 
stoffwechselphysiologisch untersucht. 
Wie in der Literatur dargestellt, wurden einerseits Versuche unternommen, die 
Substrate zu substituieren, z.B. Glukose durch Galaktose oder Glutamin durch 
Glutamat [Altamirano et al., 2001] oder auch Glutamin durch das Dipeptid Glutamax. 
Die Untersuchungen der inhibitorischen bzw. toxischen Effekte von Laktat [Fitzpatric 
et al. 1993; Hassell et al., 1991] und von Ammonium [Ryll et al., 1994; Barnabe et al., 
2000] auf den Metabolismus haben zu einem besseren Verständnis und zu 
möglichen Ansatzpunkten für das „metabolic engineering“ geführt. 
Die wichtigsten Ansatzpunkte für das „metabolic engineering“, die bisher realisiert 
und in der Literatur beschrieben wurden, und deren Ergebnisse werden hier kurz 
dargestellt: 
 
(a) Laktat-Dehydrogenase 
(b) Glukose-Transporter und Enolase 
(c) Pruvat-Carboxylase (rek.) 
(d) Glutamin-Synthetase (rek.) 
 
(a) Target Laktat-Dehydrogenase 
Sanfeliu et al. (1997) haben die Auswirkungen der gezielten Inhibierung der Laktat-
Dehydrogenase in murinen Hybridomazellen untersucht. Hierzu wurde Oxamat 
(spezifischer LDH-Inhibitor) in verschiedenen Konzentrationen batch-Kulturen 
hinzugegeben. Die Ergebnisse zeigten, dass der Umsatz von Pyruvat in Laktat für 
das Überleben der Zellen absolut notwendig ist, um die Mengen von NADH+H+, die 
bei den hohen Glykolyseraten im Zytosol entstehen, wieder zu reoxidieren. 
Nähere Untersuchungen an primären Säugerzellen (Leber-, Herz- und Muskelzellen 
von Ratten) zur Laktat-Dehydrogenase zeigten [Brooks et al., 1999], dass es sowohl 
zytosolische als auch mitochondriale LDH Isozyme gibt. Das Verteilungsmuster ist 
gewebespezifisch, allerdings gibt es eine deutliche Unterscheidung von 
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mitochondrialen und zytosolischen Isozymen. Sowohl Pyruvat als auch Laktat kann 
als Substrat akzeptiert werden. Laktat kann auch durch die Mitochondrienmembran 
transportiert werden und dort zu Pyruvat verstoffwechselt werden. Allerdings 
resultiert die Glykolyse nahezu unvermeidlicherweise in der Laktatbildung, da die 
Gleichgewichtskontante der LDH weit auf der Seite des Laktats liegt und die freie 
Standardenthalpie (DGo’=-6kcal/mol) sehr groß ist. Die mitochondriale 
Laktatoxidierung könnte die zytosolische Laktatbildung ausgleichen, so dass daraus 
sogar eine Nettofreisetzungsrate von nahezu Null resultieren würde. Entscheidend ist 
hier allerdings auch die mitochondriale Pyruvat-Dehydrogenase-Aktivität. 
In Hybridoma-Zellen liegen zwei LDH-A-Gene vor. Mittels der Technik der 
homologen Rekombination wurden LDH-A-defiziente Hybridoma-Zellen erzeugt 
[Chen et al., 2001]. Doppel-“Knock-out“-Zellen konnten nicht identifiziert werden oder 
waren nicht in der Lage zu überleben. Dieses bestätigt, dass das Vorhandensein von 
LDH in den Zellen lebensnotwendig ist. Allerdings konnte ein Zellklon mit einer 
50%igen LDH-Defizienz isoliert und vermehrt werden. Diese Zellen haben eine 50% 
niedrigere Laktatbildungsrate gezeigt und eine etwa 3fach verbesserte 
Antikörperbildung in einer batch-Kultur im Vergleich zu der Parentalzelllinie. Diese 
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass sich mit einem moderaten Eingriff erste 
Erfolge des „metabolic engineering“ erzielen lassen. 
 
(b) Target: Glukose-Transporter und Enolase (antisense-RNA) 
Der Zentralmetabolismus ist auch durch den Einsatz von sog. antisense-RNA in 
Hybridoma-Zellen modifiziert worden [Paredes et al., 1999]. Hierbei wird durch 
Transkription eines Gens, dessen mRNA mit der mRNA des Zielgens hybridisiert, die 
Expression dieses Zielproteins blockiert. Es wurden hierbei zwei Angriffspunkte 
untersucht, die Schlüsselrollen im Zentralmetabolismus spielen: der Glukose-
Transporter GLUT1, der die Glukoseaufnahme in die Zellen reguliert und die 
Enolase-Reaktion, welche die Umsetzung von 2-Phosphoglycerinaldehyd zu 
Phosphoenolpyruvat katalysiert. Die spezifische Glukoseaufnahme wurde bei den 
transfizierten Zellen gegen den GLUT1-Transporter um 48% und gegen die Enolase 
um 22% reduziert. Allerdings hat sich der molare Yield für Laktat/Glukose nicht 
verändert bei den Enolase-Konstrukten, er war jedoch bei den antisense-Konstrukten 
gegen den GLUT1-Transporter um 12% reduziert im Vergleich zu den nicht 
behandelten Zellen. Ein entscheidender Nachteil war, dass sich diese Konstrukte nur 
sehr instabil gegenüber den Kultivierungsbedingungen erwiesen und war offenbar 
nicht möglich eine stabile klonale Zellpopulation zu generieren. 
 
(c) Target: Pyruvat-Carboxylase (rek.) 
Wie zuvor schon dargestellt, wird in der Literatur die Aktivität der Pyruvat-
Dehydrogenase und der natürlichen Pyruvat-Carboxylase kontrovers diskutiert. 
Neermann und Wagner (1996) haben beschrieben, dass nahezu gar keine 
metabolische Verbindung der Glykolyse mit dem TCA-Zyklus besteht. Daher wurde 
eine BHK-Zelllinie genetisch so modifiziert, dass eine aus Saccharomyces cerivisae 
stammende Pyruvat-Carboxylase in einer BHK-Zelllinie zytosolisch exprimiert [Irani 
et al., 1999, 2002]. Diese zytosolische Pyruvat-Carboxylase soll mit der Laktat-
Dehydrogenase kompetetiv um den zytosolischen Pyruvat-Pool konkurrieren. Das 
durch die zytosolische Pyruvat-Carboxylase gebildete Oxalacetat soll mittels der 
Malat-Dehydrogenase in Malat umgesetzt werden und dann durch den Aspartat-
/Malat-shuttle durch die Mitochondrien-Membran in den TCA-Zyklus eingeschleust 
werden. Diese modifizierte, stabile Zelllinie zeigte in batch-Kulturen und in 
kontinuierlichen Kulturen eine geringere Glukoseaufnahme-, eine niedrigere 
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Laktatbildungs- und verringerte Glutaminaufnahmerate im Vergleich zu der 
Referenzzelle. 
 
 
Abb 5.1 Ansätze zum „metabolic engineering“ im Zentralmetabolismus von Säugerzellen. 
 
Die beiden rekombinanten BHK-Zelllinien wurden in der hier vorgelegten Arbeit 
stoffwechselphysiologisch untersucht und die Bilanzdatenunterschiede konnten auch 
hier bestätigt werden. Die intrazelluläre Stoffflussquantifizierung basierend auf einer 
Untersuchung mit Fütterung von 13C-markierter Glukose unter stationären 
Kultivierungsbedingungen hat allerdings gezeigt, dass zwar der zytosolische PYC-
Fluss (rek.) mit 4,4 % höher war als der der mitochondrialen PYC mit 2,8%, jedoch 
konnte keine signifikante Erhöhung des TCA-Zuflusses über das Malat detektiert 
werden. In diesem Stoffflussmodell wurde allerdings auch ein relativ hoher Fluss 
über die Pyruvat-Dehydrogenase in den TCA-Zyklus bestimmt. Diese PDH-
Aktivitäten werden in Hybridoma-Zellkulturen auch in der Literatur bestätigt [Bonarius 
et al., 1998, 2001; Paredes et al., 1999] (Details siehe Tabelle in Abschnitt 5.2.1). Die 
Erhöhung eines Malatzuflusses ist auch durch die Kopplungen entweder mit Aspartat 
oder a-Ketoglutarat über die Mitochondrienmembran stark eingeschränkt. Ein 
weiterer kritischer Punkt ist die Zufuhr von Acetyl-CoA-Einheiten, um den TCA-Zyklus 
von Oxalacetat zum Zitrat zu vervollständigen. In den Publikationen von Wagner 
et al. (1999) wird hier ein Abbau von mitochondrialen Speicherfettsäuren postuliert, 
diese werden zwar auch von Butler et al. (1997) und Eaton et al. (1996) bestätigt, 
aber dieser Fettsäurespeicher muss seinerseits auch wieder gespeist werden. Hier 
wäre eine entsprechende Fettsäure-Supplementierung in das Kulturmedium 
erforderlich. Diese widersprüchlichen Ergebnisse erfordern für eine bessere Klärung 
noch weitere Untersuchungen. 
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(d) Target: Glutamin-Synthetase (rek.) 
Eine Möglichkeit die in zahlreichen Publikationen referierten inhibitorischen und 
toxischen Effekte von Ammonium auf das Zellwachstum und die rekombinante 
Proteinproduktion zu begegnen ist, die Säugerzellen unabhängig von der 
Glutaminaufnahme zu machen. Die Substitution von Glutamin durch Glutamat ist in 
CHO-Zellkulturen möglich und beschrieben worden [Altamirano et al., 2001]. 
Hinweise werden bei Bonarius et al. (1998) dargestellt. Hier wurden die Effekte von 
Ammonium-gestressten Hybridoma Zellen auf intrazelluläre Flüsse untersucht. 
Infolge der hohen Ammonium-Belastung wurde eine Umkehr der Reaktionsrichtung 
der Glutamin-Dehydrogenase beobachtet, dabei war eine erhöhte 
Glutamataufnahme detektiert worden. 
Die Implementierung, d.h. die genetische Modifikation von Zelllinien mit einer 
rekombinanten Glutamin-Synthetase (GS), ist ein sehr vielversprechender Ansatz. 
Bei Bell et al. (1995) ist dargestellt, dass murine Hybrisoma-Zellen durch die 
Transformation des Gens, welches für eine rekombinante Glutamin-Synthetase 
kodiert, in glutaminfreiem Medium erfolgreich kultiviert werden kann. Birch et al. 
(1994) hat gezeigt, dass mit GS transfizierte murine Hybridoma-Zellen in 
glutaminfreiem Medium zwar eine niedrigere Wachstumsrate (nur 60% im Vergleich 
zu einer Kultur mit Glutamin), aber eine um etwa 160% höhere maximale 
Antikörperkonzentration erreichte als eine GS transfizierte Hybridoma-Kultur mit 
Glutamin. Der Vergleich der GS transfizierten mit der parentalen Hybridoma-Kultur 
ergab sogar eine Steigerung der Antikörperausbeute um etwa 172%. 
Ein vereinfachtes stöchiometrisches Modell [Paredes et al., 1999] zeigt, das eine GS-
transfizierte Hybridoma-Zellkultur eine verstärkte TCA-Aktivität um etwa 250%, eine 
Reduktion der Laktatbildung um etwa 15% und eine Erhöhung des Abflusses in die 
Lipidsynthese um nahezu 350% aufweist in Relation zur Parentalzelllinie. Es wird 
beschrieben, dass die spezifische Glukose-Aufnahmerate um etwa 50% reduziert 
war infolge der GS-Transfektion. 
Diese Modifikation wurde auch in CHO-Zelllinien erfolgreich inkorporiert, diese 
modifizierten Zelllinien sind von der Fa. Lonza patentiert und werden heute bereits in 
zahlreichen industriellen Säugerzellprozessen zur rekombinanten Produktion von 
Biotherapeutika eingesetzt. 
 
Zusammenfassend zeigen die hier diskutierten Literaturstellen, dass das hier in der 
vorliegenden Arbeit untersuchte Werkzeug der metabolischen Stoffflussanalyse nicht 
nur zu einem verbesserten Verständnis des Metabolismus in Säugerzelllinien 
beitragen kann, sondern auch erste Hinweise des gezielten Eingriffs in den 
Stoffwechsel das sog. „metabolic engineering“ liefern kann. Eines dieser Ansätze 
(rekombinante zytosolische Pyruvat-Carboxylase) wurde in der vorliegenden Arbeit 
stoffwechselphysiologisch mit der metabolischen Stoffflussanalyse untersucht und 
das hier entwickelte BHK-Stoffwechselmodell angewendet. Hieraus ergeben sich 
interessante Möglichkeiten für zukünftige Anwendungen und Weiterentwicklungen 
des in dieser Arbeit entwickelten Stoffwechselmodells (s. Ausblick Abschnitt 7). 
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5.3 Metabolische Stoffflussanalyse auf der Basis von 
stöchiometrischen Bilanzmodellen 
Das Tool der metabolischen Stoffflussanalyse, welche aus der Erfassung von 
Bilanzierungsdaten in Kombination mit 13C-/1H-NMR-Analyseergebnissen basiert, hat 
sich zu einem bewährten Werkzeug der intrazellulären Flussquantifizierung 
entwickelt. Obwohl dieses Werkzeug, wie die vorliegenden Arbeit zeigt, sogar in 
Säugerzelllinien etabliert werden kann und zur rationalen quantitativen 
Bioprozessentwicklung eingesetzt werden kann, bleibt die Untersuchung von 
biologischen Systemen nur auf den Labormaßstab beschränkt, da der Einsatz der 
Isotopenmarkierten Substrate sehr teuer ist. Die Isotopen-Markierungsexperimente 
sind für zahlreiche Anwendungen zur rationalen quantitativen Bioprozessentwicklung 
ein sehr wichtiges Werkzeug geworden, allerdings sind sie für den industriellen 
Maßstab von Fermentationsprozessen nicht geeignet. 
Es wurde daher auch hier in der vorliegenden Arbeit für BHK-Zelllinien versucht, 
durch geeignete Modellierungsansätze intrazelluläre Stoffflusskalkulationen auf der 
Basis von stöchiometrischen Bilanzgleichungssystemen zu etablieren 
(Gleichungssysteme s. Anhang Abschnitt 9.6). In der Literatur sind einige 
bilanzbasierte Modellberechnungen für Hybridoma-Zellkulturen beschrieben worden. 
Zupke und Stephanopoulos (1995) haben stöchiometrische Bilanzen in Kombination 
mit extrazellulären Metabolitmessungen genutzt, um intrazelluläre Flüsse zur 
kalkulieren. Allerdings war es notwendig, diese Flussberechnungen mittels 
13C-Markierungsexperimente zu verifizieren. Die Flussberechnungen sollten 
eingesetzt werden zur Untersuchung des Energiehaushaltes der Hybridoma-
Zelllinien. Weitere Anwendungen sind bei Zupke et al. (1995) beschrieben. Hier sollte 
evaluiert werden, welche Auswirkungen die Gelöstsauerstoffkonzentration auf den 
Redoxzustand der Zellen hat. 
Zur Reduktion der zahlreichen Stoffwechselreaktionsgleichungen haben Xie und 
Wang (1994, 1996) viele Metabolismuswege zusammengefasst. Hier wurde versucht 
anhand von vier batch- bzw. fedbatch-Zellkultivierungen mit Hybridoma-Zellen 
intrazelluläre metabolische Stoffflüsse zu berechnen. Anwendungen waren auch hier 
Studien zum Energiemetabolismus und der ATP-Bilanz in Säugerzellen. Ein 
Ergebnis dieser Untersuchungen ergab, dass ein linearer Zusammenhang zwischen 
der spezifischen ATP-Produktionsrate und der spezifischen Wachstumsrate bestand 
[Xie und Wang, 1996]. Es haben noch einige weitere Arbeitskreise versucht hier 
vereinfachte und doch aussagefähige Modelle zu entwickeln [Bonarius et al., 1996, 
1998; Paredes et al., 1998, und Romain, 2001]. 
Daher wurde auch mit den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit versucht, eine 
Stoffwechselmodellierung auf der Basis von stöchiometrischen Bilanzierungen zu 
etablieren (Eingesetzte Gleichungssysteme: s. Anhang Abschnitt 9.6). Die 
Kalkulationen (mittels des Programms SigmaPlot®) der intrazellulären 
Flussquantifizierungen erbrachte in den ersten Versuchen keine sinnvollen 
Resultate. 
Diese Ansätze beinhalten alle ein grundsätzliches Problem, da metabolische 
Netzwerke meist aus zyklischen Reaktionssystemen bestehen, einen sehr 
ausgeprägten Verzweigungscharakter besitzen und deshalb unterdeterminiert sind 
[Bonarius et al., 1997 und 1998]. Es ist daher nicht möglich, intrazelluläre Flüsse von 
Säugerzellen nur auf der Basis von Massenbilanzierungen der relevanten Metabolite 
zu kalkulieren. Die Reaktionsstöchiometrie ist linear abhängig und führt zu einer 
Generierung sog. singulärer (unterdeterminierter) metabolischer Netzwerke. Um 
dieses Problem aufzulösen, können diese Massenbilanzgleichungssysteme ergänzt 
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werden, einerseits durch die Massenbilanz von Kometaboliten, wie ATP oder 
NAD(P)H, oder durch Flussdaten, die aus Isotopenmarkierungsexperimenten 
resultieren. Die Einbeziehung von diesen Kometaboliten wird jedoch sehr kontrovers 
diskutiert, da die Bestimmung sehr stark abhängig ist von den Zellsystemen, den 
Umgebungsbedingungen und den jeweiligen metabolischen Zuständen [Schmidt 
et al., 1998]. Die Quantifizierung bzw. Kalkulation dieser Kometabolite ist zu dem 
eher schwierig und somit stark fehlerbehaftet. In den stöchiometrischen Modellen 
nehmen sie aber eine sehr zentrale Rolle ein, z.B. ist es die NADPH-Bilanz im 
Zytosol, die den Fluss in den PPP bestimmt. Fehlerhafte Annahmen dieser Bilanz 
oder der Aktivität der Transhydrogenierungsreaktionen führen dann zu falschen 
Schätzungen der intrazellulären Flussverteilung [Schmidt et al., 1998]. 
Daher wurde in den Gleichungssystemen, die in der vorgelegten Arbeit dargestellt 
sind, versucht auf diese Bilanzannahmen zu verzichten. Allerdings führte dies aus 
den hier diskutierten Gründen zu keinem stoffwechselphysiologisch sinnvollen 
Ergebnis. 
In der Literatur werden einige Ansätze diskutiert, dieses Problem auf anderen Wegen 
zu lösen, z.B. durch systematische Analyse der Struktur von metabolischen 
Netzwerken [Simpson et al., 1999]. Auch wurden lineare Optimierungstechniken 
entwickelt, die beispielsweise eine verbesserte NAD(P)H und ATP-
Bedarfsabschätzung zu erreichen (max. ATP und max. NADH), um möglichst 
objektive Funktionen des zellulären Säugerzellmetabolismus’ zu formulieren 
[Bonarius et al., 1998]. Von Heijnen et al. (2004) wurden systematische Ansätze zur 
metabolischen Flusskontrollanalyse in Verzweigungspunkte untersucht, die einer 
verbesserte Darstellung von Verzweigungsknotenpunkten ermöglichen sollen. Diese 
Ansätze wurden mit den Daten in der vorliegenden Arbeit nicht mehr weiter verfolgt. 
 
Zusammenfassend haben die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass 
das Werkzeug der stationären metabolischen Stoffflussanalyse in rekombinanten 
BHK-Zelllinien die Kalkulation der intrazellulären Flüsse quantifizierbar macht. Diese 
leisten einerseits einen Beitrag zu einem verbesserten Verständnis des 
metabolischen Netzwerks von Säugerzellen. Andererseits konnten im Rahmen 
dieser Arbeit einige erste Beispiele von Anwendungen aufgezeigt werden, wie die 
Modellierung von metabolischen Stoffwechselnetzwerken zu einer rationalen 
Bioprozessentwicklung führen kann, obwohl noch viele Fragen offen geblieben sind 
und sich hieraus viele Ansatzpunkte für weitere Untersuchungen ergeben. 
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6. Zusammenfassung 
 
6.1 Voruntersuchungen 
Die biologische Wirksamkeit des IL2 als C-terminaler Anteil des Fusionsproteins 
(anti-EGFR-IL2)wurde in einen in vitro Test mit primären T-Zellen nachgewiesen. 
Dieser erste Teil eines „Bio-Assays“ wurde erfolgreich entwickelt. In einem 
Zellproliferationstest wurde nachgewiesen, dass die Zellen eine sehr gute 
Proliferationsfähigkeit besitzen, so dass ein signifikanter Anteil „ruhender“, sich nicht 
teilender Zellsubpopulation in kontinuierlichen Kulturen nicht entsteht (wichtig für die 
stationäre Stoffflussanalyse). Die Zellzyklusanalyse der BHK-Zellen zeigte 
reproduzierbar eine für Säugerzellen „untypische“ Zellzyklusphasenverteilung (sehr 
hoher G2/M-Phasenanteil (~87%) gegenüber sehr kleinem G1-Phasenanteil (~10%)). 
Die Referenz-BHK-Zellen (GBF) hingegen wiesen eine für Säugerzellen „typische“ 
Zellzyklusphasenverteilung auf (~61% G1- und ~22% G2/M-Phasenanteil). 
Unterschiedliche Methoden der Zellzyklusarretierung bzw. –beeinflussung konnten 
nicht zu einer signifikanten Verschiebung in der Zellzyklusphasenverteilung führen. 
6.2 Klassische Prozessentwicklung 
Die Zelle wird bei der klassischen Prozessentwicklung als „blackbox“ behandelt. Es 
wurden Medienlimitierungen, Inhibierungen der Hauptmetabolismusprodukte und die 
wichtigsten Kultivierungsparameter untersucht: 
· Etablierung eines parallelen Kultivierungssystems für Suspensionszellen unter 
kontrollierten Bedingungen (Cellferm®-pro der Firma DASGIP AG, Jülich). In 
einem Evaluierungsprojekt mit der Firma DASGIP wurde das als „metabolic 
activity monitoring“ bezeichnete Werkzeug im Rahmen dieser Arbeit erarbeitet 
und entwickelt. 
· Limitierungen der gängigen Substrate (Glukose, Glutamin, Aminosäuren) konnten 
in Supplementierungsuntersuchungen (Nutzung eines speziell für diese 
Anwendung modifizierten XXT-Tests in 96-well-Platten zur Aufnahme von 
Wachstumskurven) erfasst und ausgeschlossen werden. 
· Die Hauptmetabolismusprodukte Laktat und Ammonium wirken bei 60mmol*L-1 
(Laktat) bzw. bei 8mmol*L-1 (Ammonium) inhibierend. 
· Ein Optimum der Osmolalität der Kulturlösung hinsichtlich Wachstum und 
Produktbildung wurde bei einem Wert von 320mOsmol*L-1 festgestellt. 
· Von den untersuchten Kultivierungsparametern wurde ein Optimum des pO2 in 
einem Bereich von 30-50% Luftsättigung und bei einem pH-Wert von 7,3 
detektiert. 
· Die Raum-Zeit-Ausbeute und die maximale spezifische Produktbildungsrate 
konnte reproduziert bei einer Temperaturerniedrigung von 37°C 
(Zellkulturstandardtemperatur) auf 35,5°C deutlich gesteigert werden. Die RZA-
Erhöhung bei 35,5°C betrug in batch-Kultivierungen (Spinnerflaschen) ~60% im 
Vergleich zu 37°C, die maximale spezifische Produktbildungsrate wurde um etwa 
20% verbessert. 
· Die positiven Effekte auf Metabolismus und Produktbildung infolge der 
Temperaturoptimierung wurden erfolgreich auf den 2L-Rückreaktor-Maßstab 
übertragen (Perfusionsbetrieb mit Bleeding). Die RZA wurde hier sogar 
verdoppelt (35,5°C im Vergleich zu 37°C). 
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Unterschiedliche Betriebsweisen und Reaktorkonzepte wurden in bezug auf ihre 
Eignung der Kultivierung von rekombinanten BHK-Zellen miteinander verglichen: 
· Zur Untersuchung von Limitierungen und metabolischen Parametern eignete sich 
die kontinuierliche, chemostatische Betriebsweise besonders gut (2L-Rührkessel 
mit VR=1L), die Produktausbeute war hier aufgrund der relativ niedrigen Zelldichte 
im Fermenter gering (RZA~1,7mg/(L*d)). 
· Ein Perfusionsverfahren mit einem internen Spinnfilter als Zellrückhaltesystem 
wurde erfolgreich etabliert in einem 2L-Rührkessel (VR=1L). Die mittlere 
Zellrückhalterate betrug rund 95%, zum Ende der Fermentation wurde eine max. 
Zelldichte von etwa 1,0*107vc/mL erreicht. Während der glutaminostatischen 
Fahrweise (0,5-1,0mmol*L-1) wurde die Perfusionsrate angepasst bis zu einem 
Wert von 3,5d-1, so dass die RZA von etwa 200mg/(L*d) nach 660-700h Kulturzeit  
erreicht wurde. Limitierend war am Ende der Sauerstoffeintrag bzw. der CO2-
Austrag mittels der diffusiven Begasungsmethode. 
· Ein weiteres Perfusionsverfahren wurde mit einem Ultraschallzellrückhaltesystem 
in einem 6,5L Rührkessel (VR=2L) mit Erfolg aufgebaut und eingesetzt. Die 
Zellrückhalterate betrug im Mittel 99%, die vitale Zelldichte erreichte maximale 
Werte von etwa 5,0-6,0*106vc/mL. Die maximale Raum-Zeit-Ausbeute betrug 
82mg/(L*d) bei einer gesamten Fermentationsdauer von etwa 1100h. Hierbei 
wurde auch die Aufnahme des pCO2-Wertes (neues Messsystem der Firma 
Yellowsprings) technisch etabliert und während der Fermentation aufgezeichnet. 
6.3 Rationale Ansätze der Bioprozessentwicklung 
Die Quantifizierung von intrazellulären Stoffflüssen in Säugerzelllinien unter 
stationären Bedingungen (metabolic flux analysis) eröffnet neue Ansätze zur 
rationalen Bioprozessentwicklung. Zur Untersuchung intrazellulärer metabolischer 
Stoffflüsse in Säugerzellen war es notwendig, die Machbarkeit unter stationären 
Kulturbedingungen zu prüfen und ein Stoffwechselmodell für BHK-Zellen zu 
entwickeln. Die Ergebnisse des ersten 13C-Markierungexperiments lassen sich, wie 
folgt, zusammenfassen: 
· Erfolgreicher Aufbau und Auslegung eines für die Stoffflussanalyse unter 
stationären Bedingungen geeigneten Kultivierungssystems (offener 
Chemostat in einem 2L-Rührkessel mit VR=1L), Ermittlung der optimalen 
Durchflussrate von D = 0,02h-1durch Aufnahme eines X-D-Diagramms. 
· Durchführung einer Elementaranalyse und Biomassezusammensetzung mit 
dem Ergebnis, dass eine nahezu geschlossenen C- und N-Bilanz für 
rekombinante BHK-Zellen erzielt wurde. 
· Implementierung der Probenvorbereitung für die Untersuchung der 13C-
Anreicherung in den proteinogenen Aminosäuren mittels 2D-NMR 
· Entwicklung eines BHK-Stoffwechselmodells basierend auf 99 
Reaktionsgleichungen. 
· Berechnung und Implementierung der Bilanzdaten und der relativen 13C-
Isotopomer-Verteilungen der proteinogenen Aminosäuren in die 
Modellanpassung 
· Erfolgreiche Modellierung der internen Stoffflüsse unter Einbeziehung der 
Kompartimentierung und der Freigabe von Austauschflüssen mit einer 
Fehlerquadratsumme von 252, so dass die Modellanpassung zur 
Flussberechnung konsistent war. 
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6.4 Anwendungen der metabolischen Stoffflussanalyse 
Die positive Etablierung der Bedingungen zur Untersuchung intrazellulärer 
metabolischer Stoffflüsse und die Entwicklung und der Einsatz eines BHK-
Stoffwechselmodells machte es möglich, praktische Anwendungen dieses 
Werkzeugs für die Bioprozessentwicklung im Rahmen dieser Promotionsarbeit auf zu 
zeigen. Die wichtigsten Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle (Tab 6.1) 
zusammengefasst. 
 
Tab 6.1   Zusammenfassung der Anwendungen der Stoffflussanalyse in rekombinanten BHK-Zellen 
 
Anwendungen der 
metabolic flux analysis Ergebnisse 
Quantifizierung der 
Anaplerotik 
o Austauschflüsse der anaplerotischen Reaktionen wurden quantifiziert, 
Transport von Pyruvat in die Mitochondrien ist nachweislich möglich und der 
Stofffluss ist quantifiziert. 
Ansätze zum metabolic 
engineering in BHK-Zellen 
o BHK-Zellen mit zytosolisch exprimierter rek. PYC (GBF) zeigte verbesserte 
metabolische Umsetzung der Glukose im Vergleich zu der Referenzzelle ohne 
rek. PYC 
o die Modellierung der intrazellulären Stoffflüsse der BHK-Zelllinie mit PYC 
wurde erfolgreich durchgeführt 
o es konnte kein verstärkter Fluss in die Mitochondrien nachgewiesen werden, 
intrazellulärer Stoffflussvergleich mit BHK-Zelllinie ohne PYC war nicht möglich 
Nukleotidmetabolismus o zentrale Funktion im Zellmetabolismus 
Pyrimidine  
(Bsp. Thymidin) 
o erfolgreiche Quantifizierung der intrazellulären Austauschflüsse des Serin-
Glycin-Metabolismus und des C1-Stoffwechsels 
o Limitierungen konnten mittels der Stoffflussanalyse identifiziert und in 
Supplementierungsuntersuchungen ausgeschlossen werden. 
Purine  
(Bsp. Hypoxanthin) 
o 13C-Markierung in den Pyrimidinen nachweisbar, jedoch keine 13C-Signale bei 
den Purinen, Hinweis auf Limitierung 
o de novo-Synthese von IMP wahrscheinlich in BHK-Zellen (MERCK) nicht 
möglich 
o optimale Supplementierung von Hypoxanthin führte zu verbessertem 
Metabolismus und höherer rekombinanter Produktausbeute 
o 13C-Markierungsexperiment wurde unter optimierten Kultivierungsbedingungen 
durchgeführt, das entwickelte BHK-Stoffwechselmodell konnte mit diesen 13C-
Anreicherungsdaten und Bilanzdaten mit geringem Residuum angepasst 
werden und lieferte intrazelluläre Flussdaten. 
Fettsäuremetabolismus o Anpassung von verschiedenen Stoffwechselmodellvarianten offenbarte die 
Auswirkungen der mitochondrialen Transportsysteme auf die intrazellulären 
Stoffflüsse 
o Stoffflussanalyse ermöglichte die intrazelluläre Bilanzierung der 
Fettsäuresynthese 
o Identifizierung von Limitierungen im Fettsäurestoffwechsel, Fettsäure-
Supplementierung belegte in batch-Kultivierungen Verbesserungen im 
Zentralstoffwechsel und Steigerung der rekombinante Proteinproduktion 
(100%ige Erhöhung der RZA und 50 bzw, 100%ige Steigerung der 
spezifischen Produktivität) 
o 13C-Anreicherung im Lipidextrakt der BHK-Zellen im 1D- und 2D-NMR 
nachweisbar und nahezu vollständige Zuordnung der 13C-Signale von 
Cholesterol im 2D-NMR möglich; Isotopomeranteile quantifizierbar. 
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7. Ausblick 
7.1 Klassische Bioprozessentwicklung 
Im Rahmen der klassischen Bioprozessentwicklung der vorliegenden Arbeit wurden 
einige Nährsubstrate, Kultivierungsbedingungen und Prozessstrategien untersucht. 
Auf den dargestellten Ergebnissen, bei denen nur ein Medium (SMIF-6) als Basis 
genutzt wurde, lässt sich aufbauen, in dem andere auf dem Markt erhältliche 
kommerzielle Medien nach Adaptierung eingesetzt werden können und so 
hinsichtlich Wachstum und Produktbildung verglichen werden können. Darauf 
aufbauend können die Medien so optimiert bzw. entwickelt werden, dass 
Hochzelldichtefermentationen mit hohen Produktausbeuten möglich werden, in dem 
beispielsweise gezielt Nährstoffgruppen supplementiert werden. Einflüsse, die sich 
infolge einer Substituierung der Hauptsubstrate Glukose und Glutamin z. B. durch 
Galaktose und Glutamat oder Glutamax auf Metabolismus und Produktbildung 
ergeben, sind weitere wichtige Ansätze der klassischen Prozessentwicklung. 
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Prozessstrategien verfolgt, nämlich 
ansatzweise und kontinuierliche Verfahrensweisen. Meist werden für industrielle 
Herstellprozesse von monoklonalen Antikörpern mit Säugerzellen fed-batch 
Prozesse realisiert. Diese sind in der Verfahrensweise relativ einfach und sicher zu 
handhaben. Für die Produktion von rekombinanten Proteinen in Säugerzellkulturen, 
bei denen posttranslationale Modifikationen (z.B. Glykosylierungsstrukturen) die 
pharmakologische und therapeutische Wirksamkeit bestimmen, sind oft 
kontinuierliche Verfahrensweisen wie Perfusionsprozesse bevorzugt. Hierbei lassen 
sich möglichst konstante Nährstoff- und Metabolitkonzentrationen einstellen, die die 
Herstellung einer gleich bleibend hohen Produktqualität ermöglichen. 
In der vorliegenden Arbeit sind nur erste Ansätze zur Charakterisierung der 
Produktqualität durchgeführt worden. Die weitere detaillierte Untersuchung der 
Produktqualität ist notwendig, um die Einflüsse auf den Produktqualität z.B. während 
des zeitlichen Verlaufs einer batch oder auch fed-batch- Kultivierung oder auch 
infolge verschiedener Nährstoff- und Metabolitkonzentrationen aufzuzeigen. 
Einige Ergebnisse aus den ansatzweisen Verfahrensuntersuchungen ergeben 
Hinweise zur Entwicklung eines fed-batch-Prozesses, so wäre zu prüfen wie sich z.B. 
die Supplementierung von Nährstoffgruppen am Ende der exponentiellen 
Wachstumsphase auswirkt. Eine weitere Medien- und Prozessparameterentwicklung 
kann auch so erfolgen, dass der Prozess in eine Wachstumsphase und eine 
Produtionsphase unterteilt wird (z.B. Kultivierungstemperatur 37,0°C für die 
Wachstumsphase, 35,5°C für die Produktionsphase). Die jeweiligen Phasen können 
unterschiedliche Medien- und Prozessbedürfnisse aufzeigen. 
Auf den in dieser Arbeit gezeigten Perfusionsprozessen lässt sich weiter aufbauen, 
indem bei Hochzelldichteverfahren eine Optimierung der Begasungssysteme 
notwendig wird. Die in dieser Arbeit gezeigte Perfusionsfermentation mit internem 
Spinnfilter ist letztlich durch die Begrenzung des Begasungsystems (blasenfrei) 
limitiert gewesen. Hierbei war sowohl der Sauerstoffeintrag als auch der 
Kohlendioxidaustrag, infolge dessen der pH-Wert der Kultur stark erniedrigt wurde, 
am Ende deutlich begrenzend. Es ist bei den Hochzelldichtefermentationen eine 
moderate Blasenbegasung einzuführen, die gleichzeitig den Sauereintrag erhöht und 
die Scherkräfte für die Zellen nicht zu sehr erhöht. Weiterhin ist die 
Perfusionsverfahrensweise weiterzuentwickeln, wie in dieser Arbeit schon in 
Ansätzen aufgezeigt ist, die durch eine geeignete Bleeding-Strategie die Zelldichte 
192  7. Ausblick 
über einen längeren Zeitraum auf einem hohen Niveau zu halten vermag, um einen 
stabilen Prozess über einen gewissen Zeitraum mit möglichst gleich bleibend hohen 
Raum-Zeit-Ausbeuten zu erhalten. Verfahrenstechnisch ist es bei 
Hochzelldichteprozessen notwendig, Untersuchungen hinsichtlich des CO2-Gehalts 
in der Lösung durchzuführen, damit einerseits der Austrag aus der Kulturlösung 
verbessert ist, um ein zu starkes Absinken des pH-Wertes in der Lösung zu 
vermeiden. Andererseits kann der CO2-Gehalt auch Einfluss auf Wachstum und 
Produktivität haben, so dass auch dieser Einfluss evaluiert werden sollte. 
7.2 Rationale Bioprozessentwicklung 
In vielen Diskussionen über die metabolische Stoffflussanalyse erwächst meist eine 
zentrale Frage: 
Wofür ist dieses Wissen über die Kohlenstoffflüsse durch die intrazellulären Wege 
von Säugerzellen sinnvoll ? 
Die Methodik der metabolischen Stoffflussanalyse veranschaulicht die neuen 
Veränderungen, wie biologische Systeme analysiert werden, nämlich von einer 
reduktionistischen zu einer holoistischen Ansatzweise. Viele Prozesse, die die 
Funktionen von lebenden Zellen kontrollieren, können nur vollständig verstanden 
werden, wenn die Zelle im Kontext der gesamten zellulären Vorgänge betrachtet 
wird. Die metabolische Stoffflussanalyse eröffnet somit als eine der ersten Techniken 
die Möglichkeit zur Modellierung der ganzen Zelle. Eine Beschleunigung der 
Entwicklung erfährt die metabolische Stoffflussanalyse durch die sog. „metabolischen 
Ingenieure“, welche nach Erklärungen für unerwartete Ergebnisse von geplanten 
genetischen Manipulationen suchen. Metabolische Flussanalyse wird eine wichtige 
Rolle bei der Entdeckung von Regulationsmechanismen und neuen Funktionen in 
Säugerzellen spielen. In Verbindung mit der voranschreitenden Automatisierung und 
Miniaturisierung von biologischen Assays wird die Flussanalyse eine Neubewertung 
von alten biologischen Fragen in der neuen ganzheitlichen Sichtweise ermöglichen. 
Die metabolische Stoffflussanalyse trägt zu allererst zu einem Erkenntnisgewinn und 
zu einem besseren und tieferen Verständnis biochemischer Vorgänge in Zellen bei. 
Von Interesse ist hierbei in medizinischer Hinsicht, die Modifikationen von 
transformierten Zellen mit deren unkontrollierter Proliferation zu verstehen. 
Beispielsweise kann die veränderte Isozymexpression in Tumorzellen im Vergleich 
zu normalen Primärzellen, detektiert als Wechsel in den metabolischen Flüssen, 
neuartige Wirkstofftargets offenbaren [Forbes et al., 2000]. 
In diesem Zusammenhang ist hier Baggetto (1992) zitiert: „such metabolic 
particularities of cancer cells should stimulate researchers in finding specific drugs to 
reach and kill cancer cells.“ 
Ein weiteres sehr wesentliches Anwendungsgebiet erstreckt sich auf die 
Bioprozessentwicklung zur rekombinanten Proteinproduktion mittels Säugerzellen 
und deren industrielle Anwendbarkeit. Der Metabolismus von transformierten Zellen, 
d.h. Tumorzellen hat häufig sehr große Ähnlichkeit mit dem von Zelllinien. Mittels der 
metabolischen Stoffflussanalyse wird erstmalig ein rationaler Ansatz zur 
Medienentwicklung, zum Design von Medien und zur Entwicklung von 
Fütterungsstrategien für fed-batch- und kontinuierliche perfusive Säugerzellprozesse 
eröffnet. Es wird somit eine effizientere Prozessentwicklung zur Herstellung von 
therapeutischen Proteinen in Säugerzellkulturen möglich. Die Techniken der 
metabolischen Stoffflussanalyse liefern einen entscheidenden Beitrag zur 
Entwicklung eines integrierten rationalen Ansatzes in der Bioprozessentwicklung [Xie 
und Wang, 1997]. 
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Einige Anwendungsbeispiele dieses integrierten rationalen Ansatzes der 
Bioprozessentwicklung sind in der vorliegenden Arbeit dargestellt. Hieraus ergibt sich 
eine Vielzahl von weiteren Möglichkeiten der metabolischen Stoffflussanalyse, wie 
z.B. die Untersuchung der intrazellulären metabolischen Stoffflüsse bei einem 
Temperaturshift von 37,0°C auf 35,5°C. Die Auswirkungen der Fettsäure-
Supplementierungen auf die intrazellulären metabolischen Netzwerkstrukturen 
können mit dem Werkzeug der metabolischen Stoffflussanalyse untersucht werden 
und erlauben so neue Einblicke in den Kohlenstoffmetabolismus. Weitere 
Fragestellungen eröffnen sich hier, wie verändern sich die intrazellulären Stoffflüsse 
bei Fermentationen mit sehr niedrigen Glukose- und Glutaminkonzentrationen oder 
unter Glukose- bzw. Glutaminlimitierungen. Welche Einflüsse zeigen sich im 
Metabolismus, wenn die Hauptsubstrate Glukose und Glutamin beispielsweise durch 
Galaktose und Glutamat oder Glutamax ersetzt werden. Dies sind nur einige 
Beispiele für weitergehende Fragestellungen, die mittels der metabolischen 
Stoffflussanalyse Beiträge zu einer rationaleren Bioprozessentwicklung von 
Säugerzellprozessen liefern können. 
Das detailliertere Wissen über die stoffwechselphysiologischen Zusammenhänge 
von Säugerzelllinien schafft die Basis für erfolgversprechende Ansatzpunkte des 
„metabolic engineering“. Einige Ansätze, die in der Literatur dargestellt sind, wurden 
im Abschnitt 6 diskutiert. Wichtige Einblicke in den intrazellulären Stoffwechsel von 
Säugerzelllinien könnte die Untersuchung von Zelllinien mit rekombinanter Glutamin-
Synthetase liefern, wenn diese mittels der metabolischen Stoffflussanalyse 
untersucht würde. Diese Zelllinien kommen bereits in vielen industriellen 
Produktionsprozessen (Säugerzellen) zum Einsatz. 
Tierische Zellkulturen nehmen heute schon eine sehr große Bedeutung für die 
Produktion biologisch funktionaler Proteine zur Anwendung in der Humantherapie 
ein. Den in den nächsten Jahren erwarteten industriellen Zellkulturprozessen werden 
hohe Wachstumsraten zu geschrieben. Die Anforderungen an Quantität und Qualität 
der rekombinanten Proteinproduktion nehmen gerade im Zellkulturbereich extrem 
stark zu, beispielsweise wurde noch vor wenigen Jahren mit rekombinanten 
Antikörperausbeuten von wenigen 100mg/L gerechnet, so scheinen bereits schon 
heute Produktausbeuten von 10g/L für rekombinante Antikörper in fedbatch-
Prozessen realistisch [Wurm, 2004]. Eine zunehmend effizientere 
Prozessentwicklung einerseits, aber auch eine immer bessere Prozesskontrolle im 
industriellen Maßstab andererseits sind daher essentiell [Coco-Martin, 2004]. 
Zum Verständnis der Prozesse gehören zentral die Faktoren, die die 
Zellkulturumgebung, das Zellwachstum und die rekombinante Proteinsekretion auf 
den Zellmetabolismus und den proteinsekretorischen Apparat ausüben. Daraus 
resultiert ein sehr wichtiges Anwendungsgebiet, welches die Umsetzung der 
Ergebnisse aus der metabolischen Stoffflussanalyse in sog. strukturelle 
mathematische Modelle realisiert. Kernpunkt dieser Modelle ist es, dass die die 
Haupteinflussfaktoren auf die intrazellulären biologischen Vorgänge abbilden und 
deren Auswirkungen auf das Zellwachstum und die rekombinante Proteinsekretion 
ausweisen [Biener et al., 1996]. 
Diese Anwendung von Stoffwechselzusammenhängen ermöglicht dann gleichsam 
eine „realtime metabolic flux analysis“. Industrielle Prozesse können so gesteuert 
und überwacht werden. Dieses Tool kann als wichtiges Frühwarnsystem zur 
Qualitätskontrolle eingesetzt werden. Erste konkrete Umsetzung dieser Anwendung 
der metabolischen Stoffflussanalyse ist realisiert bei der Fa. Bayer, Berkeley, USA 
(Abb. 7.1). Es wird dort in dem Perfusionsprozess zur Produktion eines 
rekombinanten Faktor VIII (Glykoprotein) erfolgreich eingesetzt [Biener, 2004]. 
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Säugerzellen-Kulturen sind zu einem zentralen System für die Produktion von 
rekombinanten Proteinen für klinische Anwendungen geworden, besonders wegen 
ihrer Fähigkeiten zur sauberen Proteinfaltung, des Zusammenbaus und der post-
translationalen Modifikationen. Die Produktivitäten von Säugerzellen, die in 
Bioreaktoren kultiviert werden, haben bereits zu deutlichen Steigerungen geführt, seit 
Mitte der 1980er Jahre sind die Produkttiter um mehr als 100fach erhöht worden 
[Wurm, 2004]. Die Erwartungen und die Entwicklungsperspektiven der 
Biotherapeutika, meist rekombinanten Proteine, sind auch für die kommenden Jahre 
sehr hoch. 
 
 
Abb 7.1 Anwendung der metabolischen Stoffflussanalyse in der industriellen Prozesstechnik 
 
Dies belegen die Erfolgsraten und Substanzen, die in die klinischen Studien 
gelangen, (1980-2003 sind schätzungsweise 285 rekombinante therapeutische 
Protein in klinischen Studien bei der FDA gemeldet worden.), der Markt ist zwischen 
2001 und 2003 stark gewachsen (wurde noch 2001 etwa 2% des Gesamtumsatzes 
mit neuen Produkte gebildet, so waren es schon 2003 bereits 16%). Der Markt der 
rekombinanten therapeutischen Proteine wird auch für die Jahre 2004-2010 mit 
hohen Wachtumsperspektiven bewertet [Pavlou und Reichert, 2004; Lawrence, 2004 
und 2005]. 
Diese Aussichten machen das „Engineering of mammalian cell factories“ [Dinnis, 
2005] essentiell, neue Wege sind hier zu eröffnen und zu verfolgen, so kann die 
verbesserte Kenntnis der intrazellulären Regulationsvorgänge [Tsao, 2005] hier 
einen wichtigen Beitrag leisten, wie etwa auch die metabolische Stoffflussanalyse. 
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„Stoffwechsel, Fesselung und Entfesselung bezeichnen den ewigen 
Kreislauf der Elemente, in der anorganischen Natur wie in der belebten 
Zelle der Pflanzen und Thiere.“ 
 
[Alexander von Humboldt: Kosmos (1845), Band IV, S.12] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
„Die menschliche Vernunft hat das besondere Schicksal in einer Gattung 
ihrer Erkenntnisse: dass sie durch Fragen belästigt wird, die sie nicht 
abweisen kann; denn sie sind ihr durch die Natur der Vernunft selbst 
aufgegeben, die sie aber auch nicht beantworten kann, denn sie 
übersteigen alles Vermögen der menschlichen Vernunft.“ 
 
[Immanuel Kant: Kritik der reinen Vernunft (1781, Ausgabe 1878)] 
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9. Anhang 
 
9.1 Berechnungsgrundlage zur Bestimmung des OUR 
mittels online Modellierung in Spinnerflaschen 
Im folgenden ist die Berechnungsgrundlage der online-Schätzung der 
Sauerstoffaufnahmerate in Spinnerflaschen der parallelen Kultivierungsanlage 
cellfermPro® (DASGIP): 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fout
XO2out
OTR
OUR
Vhs
kLa
pO2,med
cL*, cL
p, T
pO2, hs
Fin
XO2in
Vmed
 
 
 
 
 
 
 
 
cHenry Henry’s constant 
cL oxygen concentration in liquid phase 
cL* oxygen concentration at interface 
Fin, Fout  gas mass flow in/out 
kLa volumetric gas transfer coefficient 
OTR oxygen transfer rate 
OUR oxygen uptake rate 
p total pressure 
pO2hs oxygen partial pressure in head space 
pO2med oxygen partial pressure in medium 
T temperature 
Vhs volume of head space 
Vmed volume of medium 
XO2in, XO2out molar fraction of oxygen in/out 
§ OUR  = OTR - cL  
§ OTR  = kLa (cL* - cL) 
§ kLa  from experimental determined set of curves 
§
 cL  = CHenry (T) pO2med   
§ pO2med  from pO2-probe 
§
 cL* = CHenry (T) pO2hs 
§ pO2hs   from pO2hs = f(Fin,OTR,pO2hs,p,T,Vhs,Vmed,XO2in, ...) 
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9.2 Übersicht über Berechnungen verfahrenstechnischer 
Größen  
[Diplomarbeit Katharina Abst, 2001] 
 
Berechnung der spezifischen Wachstumsrate 
Die spezifische Wachstumsrate µ beschreibt die relative 
Wachstumsgeschwindigkeit in bezug auf die Zellzahl, definiert als Zuwachs an 
Biomasse pro Zeit: 
  
 Xdtdx ×= m      Gleichung 1 
 
 mit : µ spezifische Wachstumsrate [h-1] 
  X Zellkonzentration [vc/mL] 
 
Sie wird maßgeblich durch die Substratkonzentration (Limitierung !), den pH-Wert, 
die Kultivierungstemperatur und auftretende Inhibitoren 
(Stoffwechselnebenprodukte) beeinflusst. In der logarithmischen Phase der 
Wachstumskurve stellt sich in Anpassung an die vorliegenden Milieufaktoren ein 
Maximalwert für µ ein. 
Durch Integration von Gleichung 1 ergibt sich für die Berechnung von µ : 
 
 
( )12
12
tt
tt exx
-×= m     Gleichung 2 
   
mit : t1 Zeit zum Zeitpunkt 1 [h] 
 t2 Zeit zum Zeitpunkt 2 [h] 
 
Aufgelöst nach µ, erhält man folgende Gleichung: 
 
 12
12 lnln
tt
xx
-
-=m     Gleichung 3 
 
Die Generationszeit tg ergibt sich aus der Zeit, die nötig ist, um die 
Zellkonzentration zu verdoppeln: 
  mm
639,02ln ==gt     Gleichung 4 
  
 mit : tg Generationszeit [h] 
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Berechnung der spezifischen Substratverbrauchsrate 
Die Substratmenge, die zur Bildung einer Masseeinheit Biomasse bzw. Produkt 
benötigt wird, bezeichnet man als spezifische Substratverbrauchsrate. Sie hängt 
ebenfalls von einer Reihe endogener und exogener Faktoren ab. 
Im Satzbetrieb lässt sich der Verbrauch an Substrat wie folgt beschreiben: 
 
Xdt
dS
Sq 1×=     Gleichung 5 
 
Integriert ergibt sich daraus: 
 
Xt
SS
Sq ×D
-= )( 10     Gleichung 6 
 
 mit : qS spezifische Substratverbrauchsrate [[mg/(109vc*h)] 
  S0 Substratanfangskonzentration [mg/L] 
  S1 Substratkonzentration nach Zeit t [mg/L] 
  Dt Zeitdifferenz [h] 
  X vitale Zellkonzentration [109 vc/L] 
 
Berechnung der spezifischen Produktbildungsrate 
Die Akkumulation von Produkt in einer Zeiteinheit, bezogen auf die Masse der 
produktbildenden Zellen, stellt die spezifische Produktbildungsrate dar: 
 
 dt
dP
XPq ×= 1      Gleichung 7 
  
 Integriert: 
 
Xt
PP
Pq ×D
-= 12     Gleichung 8 
 
mit : P1 Produktkonzentration zum Zeitpunkt 1 [mg/L] 
 P2 Produktkonzentration zum Zeitpunkt 2 [mg/L] 
  qP spezifische Produktbildungsrate [mg/(109vc*h)] 
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Berechnung der Raum-Zeit-Ausbeute 
Die über den Kultivierungszeitraum in einer Volumeneinheit gebildete Masse an 
Produkt bezeichnet man als volumetrische Produktbildungsrate. Ihre Berechnung 
erfolgt mit nachstehender Gleichung: 
 
 
R
P
Vdt
dm
vP 1×=     Gleichung 9 
 
Durch Integration von Gleichung 9 erhält man die Raum-Zeit-Ausbeute: 
 
R
P
Vt
mRZA 1×= D     Gleichung 10 
 
 mit : RZA Raum-Zeit-Ausbeute [mg/(L*h)]   
  mP Masse des gebildeten Produktes [mg] 
  VR Reaktorarbeitsvolumen [L] 
 
 
Berechnung von Ertragskoeffizienten 
Die Berechnung von Ertragskoeffizienten lässt Aussagen über den Umsatz der zur 
Verfügung stehenden Substrate zu Produkten und Nebenprodukten zu. 
)( ,0,
,
ESS
EP
cc
cP
SY -=    Gleichung 11 
  
 mit: Y Ertragskoeffizient [-] 
cP,E Produktkonzentration am Versuchsende [mg/L] 
cS,0 Substratanfangskonzentration [mg/L] 
cS,E Substratkonzentration am Versuchsende [mg/L] 
 
Kontinuierliche Prozeßführung 
Bei einer kontinuierlichen Fermentation werden dem Reaktor permanent Substrate 
in Form von Medium und Sauerstoff mit konstanter Zulaufrate zugeführt und 
Suspension mit gebildetem Produkt und CO2 sowie Zellen und nicht umgesetztes 
Substrat mit gleicher Flussrate, zur Aufrechterhaltung eines konstanten 
Reaktorvolumens, abgeführt.  
In der Zellkultur finden vor allem die Verfahren des chemostatischen und 
perfusiven Betriebes Anwendung. 
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Chemostat: 
Bei einer chemostatischen Kultur lässt sich der Nettoaustausch der Biomasse in 
Bezug auf die Reaktionszeit folgendermaßen angeben: 
 
DXXdtdX -= m     Gleichung 12 
 
Dabei werden der Zuwachs an Biomasse (µX) und die über den Ablauf 
kontinuierlich entnommene Zellmenge (DX) berücksichtigt. 
Die Durchflußrate D [h-1] ist definiert als: 
 
RV
FD =      Gleichung 13 
 
 mit  F Fließrate [mL/h] 
  VR Reaktorarbeitsvolumen [mL] 
 
Charakteristisch für den Chemostat ist, dass sich bei Zugabe von Substraten und 
gleichzeitiger Entnahme des Fermenterinhalts mit gleicher Durchflußrate ein 
Fließgleichgewicht einstellt. Neu gebildete Zellmasse gleicht den Verlust an 
Zellen, die der Kultur kontinuierlich entnommen werden, wieder aus. 
Unter der Voraussetzung, dass sich im Gleichgewichtszustand (steady state) die 
Zellzahl nicht mehr ändert, gilt: 
 
D
DXX
dt
dX
=
=
=
m
m
0
  STEADY STATE 
 
Im X, D-Diagramm ist die Abhängigkeit zwischen der Zellzahl X und der 
Durchflußrate D verdeutlicht (Abb. 9.1). Mit Erhöhung der Durchflußrate nähert 
sich die Kultur einem µmax an. Wird die maximale Wachstumsrate überschritten, 
werden mehr Zellen ausgespült als nachwachsen können und die Kultur wird 
ausgewaschen. 
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D 
X    
 
  Abb. 9.1: X, D – Diagramm 
 
Berechnung der spezifischen Substratverbrauchsrate 
Die Berechnung der spezifischen Substratverbrauchsrate ergibt sich im 
Chemostaten mittels der nachstehenden Gleichung: 
 
 Dq X
SS
S
abzu ×= -     Gleichung 14 
 
mit : Szu Zugeführte Substratkonzentration [mg/L] 
 Sab Abgeführte Substratkonzentration [mg/L] 
 qS spezifische Substratverbrauchsrate [mg/(109vc*h)] 
 X Zellkonzentration [109 vc/L] 
 D Durchflußrate [h-1] 
 
Berechnung der spezifischen Produktbildungsrate 
Die spezifische Produktbildungsrate ist eine Funktion zahlreicher Faktoren, wie 
Substratkonzentration, spezifische Wachstumsrate, Relation verschiedener 
Substrate zueinander, pH-Wert, Temperatur, beteiligte Stoffwechselwege. 
Beim Chemostaten im Gleichgewicht gilt: 
 
  Dq X
P
P
aus ×=     Gleichung 15 
 
 mit: Paus Produktkonzentration im Ablauf [mg/L] 
  qP spezifische Produktbildungsrate [mg/(109vc*h)] 
 
 
 
µma
Dkr
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Perfusion: 
Eine kontinuierliche Kultivierung tierischer Zellkulturen über Perfusionsreaktoren 
ermöglicht höhere Zelldichten. Die Zellrückhaltung führt zu einer Verbesserung der 
volumetrischen Produktivität. Diese Betriebsweise ermöglicht eine Kultivierung der 
Zellen unter Bedingungen, die Substratlimitierungen vermeiden. Die 
Perfusionsraten können so eingestellt werden, dass spezifische Wachstumsraten 
von µmax möglich sind. Die Durchflußrate wird entsprechend dem Verbrauch an 
Glutamin (Leitsubstrat) angepasst. 
 
Kombination aus Chemostat und Perfusion: 
Bei einem chemostatisch betriebenen Rührkessel stellt sich aufgrund einer 
Substratlimitierung ein Fließgleichgewicht ein. Mittels eines perfusiv betriebenen 
Reaktors werden diese Limitierungen vermieden, allerdings führt diese Fahrweise 
nicht zur Ausbildung eines steady states. Die Fermentationen im Rührkessel 
dienen der Maßstabsübertragung zur Austestung verbesserter 
Kultivierungsbedingungen. Für diesen Fall lassen sich eventuelle Auswirkungen 
neu eingestellter Parameter nur bei einem sich im Gleichgewicht befindlichen 
System eindeutig auf die geänderten Milieubedingungen zurückführen. 
Eine Kombination aus chemostatischer und perfusiver Fahrweise dient zum einen 
der Realisierung einer hohen Zelldichte und Vermeidung einer Substratlimitierung 
(Perfusion), zum anderen der Einstellung eines Fließgleichgewichtes (Chemostat). 
 
Berechnung der spezifischen Wachstumsrate 
Bei einer Kombination von chemostatischer und perfusiver Betriebsweise muss 
bei der Berechnung der spezifischen Wachstumsrate beachtet werden, dass 
sowohl über perfusiven als auch über chemostatischen Ablauf (Bleed) mit 
individueller Fließrate Zellen aus dem Rührkessel ausgespült werden. 
 
tFV
tFV
VXVXVXX
VXX
BleedBleed
PerfusionPerfusion
BleedSusPerfusionPerfusionRSus
RSus
t
XX
D×=
D×=
×+×+×=
×=
= D
-
122
11
)ln()ln( 12m
       Gleichung 16 
 
 mit:  X1  vitale Zellzahl zum Zeitpunkt t1 [vc/mL] 
  X2  vitale Zellzahl zum Zeitpunkt 2 [vc/mL] 
  Xsus1  vitale Zellzahl in Suspension zum Zeitpunkt 1 [vc/mL] 
  Xsus2  vitale Zellzahl in Suspension zum Zeitpunkt 2 [vc/mL] 
VR  Reaktorarbeitsvolumen [mL] 
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  XPerfusion Zellzahl im Perfusionsablauf [vc/mL] 
  VPerfusion Volumen des perfusiven Anteiles [mL] 
  VBleed  Volumen des Chemostatanteiles [mL] 
  FPerfusion Fließrate des perfusiven Anteiles [mL/h] 
  FBleed  Fließrate des Chemostatanteiles [mL/h] 
  Dt  Kultivierungszeit (t2-t1) [h] 
 
Berechnung der Raum-Zeit-Ausbeute 
Die Raum-Zeit-Ausbeute ergibt sich aus der gemessenen Produktkonzentration 
multipliziert mit der Durchflußrate:  
 
DPRZA ×=       Gleichung 17 
 mit : RZA Raum-Zeit-Ausbeute [mg/(L*h)]   
  P Produktkonzentration [mg/L] 
  
 
Berechnung von Ertragskoeffizienten 
Wird eine Kultivierung im Chemostaten durchgeführt, erfolgt die Berechnung von 
Ertragskoeffizienten im steady state auf folgende Weise: 
 
Dcc
DccP
S RSS
PRPY ×-
×-= )(
)(
,0,
0,,
    Gleichung 18 
 
Vereinfacht erhält man: 
 
)( ,0,
,
RSS
RP
cc
cP
SY -=     Gleichung 18a 
 
 mit: Y Ertragskoeffizient [-] 
  cP,R Produktkonzentration im Reaktor [mg/L] 
  cP,0 Produktanfangskonzentration [mg/L] 
  cS,0 Substratanfangskonzentration [mg/L] 
  cS,R Substratkonzentration im Reaktor [mg/L] 
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9.3 Messmethoden der Abgasanalytik (O2 und CO2): 
Zur Messung der Volumenprozentanteile von Sauerstoff und Kohlendioxid in der 
Abluft wurde ein Abgasanalysator Xentra®4100 der Firma Servomex eingesetzt. Die 
O2-Bestimmung in der Gasphase beruht auf dem Prinzip der paramagnetischen 
Messung (Abb. 9.2). Hierbei wird das paramagnetische Verhalten von Sauerstoff 
ausgenutzt, der in eine Messzelle geleitet wird, in der eine mit N2 gefüllte Glashantel 
drehbar aufgehängt ist. Der O2 verdrängt die Glashantel, die sich in einem 
Magnetfeld befindet. Diese Drehung wird mittels eines optischen Systems detektiert. 
Dieses Signal wird in einen Strom umgewandelt und in eine Stromschleife um die 
Hantel geleitet. Dieser Strom verursacht ein magnetisches Drehmoment, welches der 
Drehbewegung der Hantel entgegen wirkt und so die Hantel in der Ausgangslage 
hält. Somit ist der Strom in der Schleife proportional zur O2-Konzentration in der 
Gasphase. 
 
 
 
 
 
 
Abb 9.2 Parametrisches Messprinzip zur O2-Bestimmung in der Gasphase 
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Die CO2-Bestimmung in der Gasphase beruht auf der Infrarot-Messung. Hierzu wird 
das Gas in eine Messküvette geleitet, die von einer Infrarot-Lichtquelle durchleucht 
wird. Mittels Filter (Referenzfilter und Messfilter) wird das Signal von CO2 detektiert 
und durch Differenzmessung die CO2-Konzentration in der Gasphase quantifiziert 
(Abb. 9.3). 
 
 
 
 
 
Abb 9.3 Messprinzip zur CO2-Bestimmung in der Gasphase basierend auf der Infrarotmessung 
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9.4 Arbeitsvorschriften 
Im Folgenden werden die Arbeitsvorschriften für die Biomasseernte und –
aufarbeitung von 13C-Markierungsexperimenten beschrieben. Im Weiteren sind die 
Arbeitsvorschriften für die saure Proteinhydrolyse und Probenvorbereitung für die 
NMR-Messung dargestellt: 
 
Biomasseaufarbeitung von 13C-Markierungsexperimenten: 
 
ca. 1L Arbeitsvolumen im Reaktor: 
 
¨ 4 Zentrifugenbecher (je 500mL) mit jeweils ca. 300mL Suspension füllen und 
auswiegen 
¨ 20 min bei 2000 rpm zentrifugieren 
¨ Überstände verwerfen 
¨ mit 30mL PBS (1x) je Zentrifugenbecher resuspendieren und in 50 mL 
Falcontubes überführen 
¨ mit 15mL PBS (1x) je Zentrifugenbecher nachspülen und ebenfalls in Falcontubes 
überführen 
¨ Falcons 10 min bei 1500 rpm zentrifugieren 
¨ Überstände verwerfen 
¨ mit je 10mL PBS (1x) resuspendiert und auf 4 Falcontubes (50mL) eingeengt (à 
je ca. 15mL) 
¨ 10 min bei 1000 rpm zentrifugieren und Überstände entnehmen und verwerfen 
¨ resuspendieren mit 15mL PBS (0,1x) eingeengt auf 2 Falcontubes  
¨ 15 min auf 1600 rpm zentrifugieren 
¨ Überstände verwerfen 
¨ in je 5ml PBS (0,1x) resuspendieren 
¨ Pipette mit 7-8 ml spülen 
¨ gesamte Suspension in Petrischale überführen, mit Parafilm abdecken und bei –
80°C einfrieren 
 
Lyophilisation der eingefrorenen Biomasse (Holger Gieren, IET): 
¨ Über Nacht, d.h. etwa 20-24 h lyophilisieren 
 
Lagerung der lyophilisierten Biomasse: 
¨ Die lyophiliserte Biomasse in ein zuvor eingewogenes Falcontube überführen und 
erhaltene Biomasse durch Gewichtsbestimmung quantifizieren 
¨ Falcontube mit Parafilm dichten und bei –20°C lagern 
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Saure Aminosäurehydrolyse (für NMR-Messung): 
 
Ø 150 mg BTM (lyophilisiert) einwiegen 
Ø in Schottflasche (60ml) mit rotem Deckel überführen 
Ø 5 ml H2O bidest. und 6 ml HCl (25%) zugeben (zusammen: 11 ml (à etwa 
3,75 mol*L-1 HCl)) 
Ø gut suspendieren 
Ø Suspension mit N2 begasen (= O2-Entgasung) (mit Pasteurpipette) ca 5-10 min, 
dann schnell verschließen 
Ø Über Nacht bei 110°C (im Depyrogenisator) hydrolysieren (zur Sicherheit 
Hydrolyseflasche in 1 L Kunststoffbecherglas stellen und mit Alufolie abdecken) 
Ø Am nächsten Morgen Becherglas entnehmen und im Abzug abkühlen lassen 
 
Wichtig: bei allen Arbeiten Schutzbrille und Schutzhandschuhe 
tragen !!! 
 
 
Aufbereitung der Probe für das NMR: 
 
Ø Hydrolyselösung in Rundkolben überführen und mit H2O bidest. (ca. 4 ml) 
nachspülen 
Ø am Rotationsverdampfer fast bis zur Trockne eindampfen  
Ø Nach Eindampfen mit 2 ml D2O (+ 2 mmol*L-1 TSP) aufnehmen und in 
Kühlschrank stellen. 
Ø 700 –800 µl in 5 mm NMR-Proberöhrchen überführen und kühl lagern (-20°C) bis 
zur NMR-Messung (Albert de Graaf, IBT1) 
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9.5 BHK-Stoffwechsel-Modell 
Das BHK-Stoffwechsel-Modell ist hier in der Form dargestellt, wie es für das 
Modellierungsprogramm erstellt wurde. 
 
 
{ 
PROJECT:= 
   { 
      NAME = RII; 
      VERSION = 1; 
      FORMAT = ; 
      DATE = 040602; 
      COMMENT = Erstes Markierungsexperiment; 
   }; 
  EQUATIONS := 
  {     
    ppp1       := Glc6P              > P5P      + CO2, 
                  #ABCDEF            > #BCDEF   + #A; 
    ppp2       := P5P      + P5P     > Sed7P    + GA3P, 
                  #ABCDE   + #abcde  > #ABabcde + #CDE; 
    ppp3       := Sed7P    + GA3P    > Fru6P    + Ery4P, 
                  #ABCDEFG + #abc    > #ABCabc  + #DEFG; 
    ppp4       := P5P      + Ery4P   > Fru6P    + GA3P, 
                  #ABCDE   + #abcd   > #ABabcd  + #CDE; 
 
    emp1       := Glc6P              > Fru6P, 
                  #ABCDEF            > #ABCDEF; 
    emp2       := Fru6P              > GA3P     + GA3P, 
                  #ABCDEF            > #CBA     + #DEF; 
    emp3       := GA3P               > PGA, 
                  #ABC               > #ABC; 
    emp4       := PGA                > PEP_C, 
                  #ABC               > #ABC; 
    emp5       := PEP_C                > Pyr_C, 
                  #ABC               > #ABC; 
    pyrcarr    := Pyr_C              > Pyr_M, 
                  #ABC               > #ABC; 
 
    tcc1       := Pyr_M                > AcCoA_M  + CO2, 
                  #ABC               > #BC      + #A; 
    tcc2       := OAA_M + AcCoA_M    > ICit_M, 
                  #ABCD   + #ab      > #DCBAba; 
    tcc3       := ICit_M             > AKG_M    + CO2, 
                  #ABCDEF            > #ABCEF   + #D; 
    tcc4       := AKG_M              > Succ_M   + CO2, 
                  #ABCDE             > #BCDE    + #A; 
    tcc5a      := Succ_M             > Mal_M, 
                  #ABCD              > #ABCD; 
    tcc5b      := Succ_M             > Mal_M, 
                  #ABCD              > #DCBA; 
    tcc6       := Mal_M              > OAA_M, 
                  #ABCD              > #ABCD; 
 
    accarr     := ICit_M             > OAA_C + AcCoA_C, 
                  #DCBAba            > #ABCD   + #ab; 
    ana_C      := Mal_C              > Pyr_C  + CO2, 
                  #ABCD              > #ABC  + #D; 
    shuttle    := Mal_M + AKG_C      > Mal_C + AKG_M, 
                  #ABCD  + #abcde    > #ABCD + #abcde; 
    mdh_C      := Mal_C              > OAA_C, 
                  #ABCD              > #ABCD; 
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    ana_M      := Pyr_M    + CO2     > OAA_M, 
                  #ABC     + #a      > #ABCa; 
    gng_C      := OAA_C              > PEP_C   + CO2, 
                  #ABCD              > #ABC   + #D; 
    gng_M      := OAA_M              > PEP_M   + CO2, 
                  #ABCD              > #ABC   + #D; 
    shuttle2    := PEP_M             > PEP_C, 
                  #ABC                > #ABC; 
 
    brkd_Asx   := Asx                > OAA_M, 
                  #ABCD              > #ABCD; 
    brkd_Glx   := Glx                > AKG_M , 
                  #ABCDE             > #ABCDE; 
    bs_Ala     := Glx     + Pyr_C    > AKG_C + Ala, 
                  #ABCDE  + #abc     > #ABCDE + #abc; 
    brkd_Gly   := Gly                > C1 + CO2, 
                  #AB                > #A + #B; 
    brkd_Ser   := Ser                > Pyr_M, 
                  #ABC               > #ABC; 
    brkd_Thr   := Thr                > Gly    + AcCoA_C, 
                  #ABCD              > #AB    + #CD;    
 
    bs_GA3P1a  := GA3P               > Glyc, 
                  #ABC               > #ABC; 
    bs_GA3P1b  := GA3P               > Glyc, 
                  #ABC               > #CBA; 
    bs_Ser     := PGA    + Glx       > Ser   + AKG_C, 
                  #ABC   +#abcde     > #ABC  + #abcde; 
    bs_Cys     := Pyr_C              > Cys, 
                  #ABC               > #ABC; 
    bs_Asx     := OAA_C              > Asx, 
                  #ABCD              > #ABCD; 
    bs_Pro     := Glx                > Pro, 
                  #ABCDE             > #ABCDE; 
    bs_Rib     := P5P                > Rib5P, 
                  #ABCDE             > #ABCDE; 
 
    shmt       := Ser                > Gly      + C1, 
                  #ABC               > #AB      + #C; 
 
    feed_Gln   := Gln_in             > Gln_ex, 
                  #ABCDE             > #ABCDE; 
    feed_Glt   := Glt_in             > Glt_ex, 
                  #ABCDE             >#ABCDE; 
    feed_Pyr   := Pyr_in             > Pyr_ex, 
                  #ABC               > #ABC; 
    feed_Ala   := NoLabel            > Ala_ex + XCO22, 
                  #ABCDE             > #ABC + #DE; 
    feed_Pro   := NoLabel            > Pro_ex, 
                  #ABCDE             > #ABCDE; 
    feed_Amino := Amino_in           > NoLabel, 
                  #ABCDE             > #ABCDE; 
 
 
    cons_CO2   := CO2_in             > CO2, 
                  #A                 > #A; 
    cons_Glc1  := Glc1_in            > Glc6P, 
                  #ABCDEF            > #ABCDEF; 
    cons_Glc2  := Glc2_in            > Glc6P, 
                  #ABCDEF            > #ABCDEF; 
 
    cons_Gln   := Gln_ex             > Glx, 
                  #ABCDE             > #ABCDE; 
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    cons_Glt   := Glt_ex             > Glx, 
                  #ABCDE             > #ABCDE; 
 
     cons_Pyr   := Pyr_ex             > Pyr_C, 
                  #ABC               > #ABC; 
 
    cons_C1    := NoLabel            > C1  + XCO2222, 
                  #ABCDE             > #A + #BCDE; 
    dummy_1    := XCO2222            > XCO22 + XCO22, 
                  #ABCD              > #AB + #CD; 
    dummy_2    := XCO22              > XCO2 + XCO2, 
                  #AB                > #A + #B; 
    cons_AcCoA := NoLabel            > AcCoA_M + XCO222, 
                  #ABCDE             > #AB + #CDE; 
    dummy_3    := XCO222             > XCO22 + XCO2, 
                  #ABC               > #AB + #C; 
    cons_Succ  := NoLabel            > Succ_M + XCO2, 
                  #ABCDE             > #ABCD + #E; 
 
    cons_Rib   := NoLabel            > Rib5P, 
                  #ABCDE             > #ABCDE; 
    cons_Asx   := NoLabel            > Asx + XCO2, 
                  #ABCDE             > #ABCD + #E; 
    cons_Gly   := NoLabel            > Gly + XCO222, 
                  #ABCDE             > #AB + #CDE; 
    cons_Ser   := NoLabel            > Ser + XCO22, 
                  #ABCDE             > #ABC + #DE; 
    cons_Thr   := NoLabel            > Thr + XCO2, 
                  #ABCDE             > #ABCD + #E; 
 
    prod_Lact  := Pyr_C              > Lact_out, 
                  #ABC               > #ABC; 
    prod_Ala   := Ala                > Ala_ex, 
                  #ABC               > #ABC; 
    prod_Pro   := Pro                > Pro_ex, 
                  #ABCDE             > #ABCDE; 
    prod_CO2   := CO2                > CO2_out, 
                  #A                 > #A; 
    prod_XCO2  := XCO2               > XCO2_out, 
                  #A                 > #A; 
    bleed_Ala  := Ala_ex             > Ala_out, 
                  #ABC               > #ABC; 
    bleed_Gln  := Gln_ex             > Gln_out, 
                  #ABCDE             > #ABCDE; 
    bleed_Glt  := Glt_ex             > Glt_out, 
                  #ABCDE             > #ABCDE; 
    bleed_Pyr  := Pyr_ex             > Pyr_out, 
                  #ABC               > #ABC; 
    bleed_Pro  := Pro_ex             > Pro_out, 
                  #ABCDE             > #ABCDE; 
    bleed_Amino := NoLabel           > NoLabel_out, 
                  #ABCDE             > #ABCDE; 
 
    effl_Glc6P := Glc6P              > BM_Glc6P, 
                  #ABCDEF            > #ABCDEF; 
    effl_P5P   := Rib5P              > BM_P5P, 
                  #ABCDE             > #ABCDE; 
    effl_PGA   := PGA                > BM_PGA, 
                  #ABC               > #ABC; 
    effl_Glyc  := Glyc               > BM_Glyc, 
                  #ABC               > #ABC; 
    effl_AcCoA := AcCoA_C            > BM_AcCoA, 
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                  #AB                > #AB; 
    effl_OAA   := OAA_M              > BM_OAA, 
                  #ABCD              > #ABCD; 
    effl_C1    := C1                 > BM_C1, 
                  #A                 > #A; 
 
    effl_Ala   := Ala                > BM_Ala, 
                  #ABC               > #ABC; 
    effl_Asx   := Asx                > BM_Asx, 
                  #ABCD              > #ABCD; 
    effl_Cys   := Cys                > BM_Cys, 
                  #ABC               > #ABC; 
    effl_Gly   := Gly                > BM_Gly, 
                  #AB                > #AB; 
    effl_Glx   := Glx                > BM_Glx, 
                  #ABCDE             > #ABCDE; 
    effl_Pro   := Pro                > BM_Pro, 
                  #ABCDE             > #ABCDE; 
    effl_Ser   := Ser                > BM_Ser, 
                  #ABC               > #ABC; 
    effl_Thr   := Thr                > BM_Thr, 
                  #ABCD              > #ABCD; 
  }; 
 
 
  NETFLUXES := 
  { 
    CONSTRAINTS := 
    { 
      cons_CO2   = 100.0; 
      feed_Gln  = 0.3354; 
      feed_Glt   = 0.0455; 
      feed_Pyr   = 0.1554; 
      feed_Pro   = 0.0280; 
      feed_Ala   = 0.0136; 
      feed_Amino = 100.0; 
 
      effl_Glc6P = 0.0059; 
      effl_P5P   = 0.0036; 
      effl_PGA   = 0.0282; 
      effl_Glyc  = 0.0041; 
      effl_OAA   = 0.0186; 
 
      effl_Ala   = 0.0119; 
      effl_Asx   = 0.0168; 
      effl_Cys   = 0.0034; 
      effl_Gly   = 0.0094; 
      effl_Glx   = 0.0193; 
      effl_Pro   = 0.0103; 
      effl_Ser   = 0.0113; 
      effl_Thr   = 0.0085; 
 
      effl_C1    = 0.0037; 
      cons_AcCoA = 0.0494; 
      cons_Succ  = 0.0230; 
 
      cons_Asx   = 0.0241; 
      cons_Gly   = 0.0104; 
      cons_Ser   = 0.0336; 
      cons_Thr   = 0.0146; 
 
      tcc5a     - tcc5b     = 0.0; 
      bs_GA3P1a - bs_GA3P1b = 0.0; 
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    }; 
 
    INEQUALITIES := 
    { 
      ppp1  >= 0.0; 
      ana_M  >= 0.0; 
      tcc1  >= 0.0; 
      tcc2  >= 0.0; 
      tcc3  >= 0.0; 
      tcc4  >= 0.0; 
    }; 
 
    FREE := 
    { 
      cons_Glc1  := cons_Glc1 =  0.9043 (1); 
      cons_Glc2  := cons_Glc2 =  0.1037 (1); 
      cons_Gln   := cons_Gln  =  0.2101 (1); 
      cons_Glt  := cons_Glt  =  -0.00525 (1); 
      cons_Pyr   := cons_Pyr  =  0.0811 (1); 
      cons_Rib   := cons_Rib  =  0.00181 (1); 
      prod_Lact  := prod_Lact =  1.167 (1); 
      prod_Ala   := prod_Ala  =  0.123 (1); 
      prod_Pro   := prod_Pro  =  0.00805 (1); 
      effl_AcCoA := effl_AcCoA = 0.1135 (1); 
      ppp1       := ppp1      =  0.2054 (1); 
      gng_C      := gng_C     =  1.035e-5 (1); 
      gng_M       := gng_M    =  9.20e-5 (1); 
      bs_Ser     := bs_Ser    =  0.00612 (1); 
      bs_Asx     := bs_Asx    =  2.82e-8 (1); 
      brkd_Gly   := brkd_Gly  =  0.00580 (1); 
    }; 
 
    FLUXMEASUREMENT := 
    { 
      cons_Glc1 = 0.9333 +- 0.01; 
      cons_Glc2 = 0.1037 +- 0.0001; 
      cons_Gln  = 0.2228  +- 0.005; 
      cons_Glt =  0.0107 +- 0.005; 
      cons_Pyr  = 0.0902  +- 0.005; 
      prod_Lact = 1.0533   +- 0.02; 
      prod_Ala  = 0.1212  +- 0.002; 
      prod_Pro  = 0.0098  +- 0.00037; 
      effl_AcCoA = 0.1119 +- 0.001; 
    }; 
  }; 
  XCHFLUXES := 
  { 
    CONSTRAINTS := 
    { 
      ppp1 = 0.0; 
 
      emp2 = 0.0; 
      emp3 = 0.0; 
      emp4 = 0.0; 
      emp5 = 0.0; 
 
      gng_C  = 0.0; 
      gng_M  = 0.0; 
      shuttle2 = 0.0; 
 
      accarr = 0.0; 
      pyrcarr = 0.0; 
 
214  9. Anhang 
      tcc1 = 0.0; 
      tcc2 = 0.0; 
      tcc4 = 0.0; 
      tcc6 = 0.0; 
      tcc3 = 0.0; 
       
      tcc5a - tcc5b = 0.0; 
 
      dummy_1 = 0.0; 
      dummy_2 = 0.0; 
      dummy_3 = 0.0; 
 
      ana_M = 0.0; 
       
      bs_GA3P1a = 0.0; 
      bs_GA3P1b = 0.0; 
      bs_Ser    = 0.0; 
      bs_Cys    = 0.0; 
      bs_Pro    = 0.0; 
      bs_Rib    = 0.0; 
 
      brkd_Gly  = 0.0; 
      brkd_Ser  = 0.0; 
      brkd_Thr  = 0.0; 
 
      feed_Ala   = 0.0; 
      feed_Pro   = 0.0; 
 
      cons_AcCoA = 0.0; 
      cons_Succ  = 0.0; 
      cons_Rib   = 0.0; 
      cons_Asx   = 0.0; 
      cons_Gly   = 0.0; 
      cons_Ser   = 0.0; 
      cons_Thr  = 0.0; 
      cons_Gln  =  0.0; 
 
 
 
    }; 
    INEQUALITIES := 
    { 
    }; 
    FREE := 
    { 
      shmt      := shmt       = 0.0205 (1); 
      ana_C     := ana_C      = 0.203(1); 
      cons_C1   := cons_C1    = 0.0000287 (1); 
      prod_Ala  := prod_Ala   = 0.000491 (1); 
      brkd_Glx  := brkd_Glx   = 0.00118 (1); 
      brkd_Asx  := brkd_Asx   = 0.0155 (1); 
      ppp2      := ppp2       = 0.306 (1); 
      ppp3      := ppp3       = 0.00000323 (1); 
      shuttle   := shuttle    = 0.138; 
      tcc5a     := tcc5a      = 0.883; 
      prod_Pro  := prod_Pro   = 0.00262; 
      emp1      := emp1       = 0.00724; 
      mdh_C     := mdh_C      = 0.000890; 
      cons_Glt  := cons_Glt   = 0.0192; 
      cons_Pyr  := cons_Pyr   = 0.0122; 
      bs_Asx    := bs_Asx     = 0.00226; 
      ppp4      := ppp4       = 0.000603; 
      bs_Ala     := bs_Ala     = 0.888; 
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  }; 
  POOLS := 
  { 
    Glc1_in := 
    { 
      SIMULATION := 
      { 
        ISOTOPOMERS := 
        { 
            #000000 = 0.934; 
            #100000 = 0.011; 
            #010000 = 0.011; 
            #001000 = 0.011; 
            #000100 = 0.011; 
            #000010 = 0.011; 
            #000001 = 0.011; 
        }; 
        CUMOMERS := 
        { 
          Glc1_Mix := 
          { 
            $000000 = 0.934; 
            $100000 = 0.011; 
            $010000 = 0.011; 
            $001000 = 0.011; 
            $000100 = 0.011; 
            $000010 = 0.011; 
            $000001 = 0.011; 
          }; 
        }; 
      }; 
    }; 
 
    Glc2_in := 
    { 
      SIMULATION := 
      { 
        ISOTOPOMERS := 
        { 
            #000000 = 0.010; 
            #111111 = 0.990; 
        }; 
        CUMOMERS := 
        { 
          Glc2_Mix := 
          { 
            $000000 = 0.010; 
            $111111 = 0.990; 
          }; 
        }; 
      }; 
 
    }; 
 
    Gln_in := 
    { 
      SIMULATION := 
      { 
        ISOTOPOMERS := 
        { 
            #00000 = 0.945; 
            #10000 = 0.011; 
            #01000 = 0.011; 
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            #00100 = 0.011; 
            #00010 = 0.011; 
            #00001 = 0.011; 
        }; 
        CUMOMERS := 
        { 
          Gln_Mix := 
          { 
            $00000 = 0.945; 
            $10000 = 0.011; 
            $01000 = 0.011; 
            $00100 = 0.011; 
            $00010 = 0.011; 
            $00001 = 0.011; 
          }; 
        }; 
      }; 
    }; 
 
    Glt_in := 
    { 
      SIMULATION := 
      { 
        ISOTOPOMERS := 
        { 
            #00000 = 0.945; 
            #10000 = 0.011; 
            #01000 = 0.011; 
            #00100 = 0.011; 
            #00010 = 0.011; 
            #00001 = 0.011; 
        }; 
        CUMOMERS := 
        { 
          Glt_Mix := 
          { 
            $00000 = 0.945; 
            $10000 = 0.011; 
            $01000 = 0.011; 
            $00100 = 0.011; 
            $00010 = 0.011; 
            $00001 = 0.011; 
          }; 
        }; 
      }; 
    }; 
 
    Amino_in := 
    { 
      SIMULATION := 
      { 
        ISOTOPOMERS := 
        { 
            #00000 = 0.945; 
            #10000 = 0.011; 
            #01000 = 0.011; 
            #00100 = 0.011; 
            #00010 = 0.011; 
            #00001 = 0.011; 
        }; 
 
        CUMOMERS := 
        { 
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          Amino_Mix := 
          { 
            $00000 = 0.945; 
            $10000 = 0.011; 
            $01000 = 0.011; 
            $00100 = 0.011; 
            $00010 = 0.011; 
            $00001 = 0.011; 
          }; 
        }; 
      }; 
    }; 
    Pyr_in := 
    { 
      SIMULATION := 
      { 
        ISOTOPOMERS := 
        { 
            #000 = 0.967; 
            #100 = 0.011; 
            #010 = 0.011; 
            #001 = 0.011; 
        }; 
        CUMOMERS := 
        { 
          Pyr_Mix := 
          { 
            $000 = 0.967; 
            $100 = 0.011; 
            $010 = 0.011; 
            $001 = 0.011; 
          }; 
        }; 
      }; 
    }; 
 
    CO2_in := 
    { 
      SIMULATION := 
      { 
        ISOTOPOMERS := 
        { 
            #0 = 0.989; 
            #1 = 0.011; 
        }; 
        CUMOMERS := 
        { 
          CO2_Mix := 
          { 
            $0 = 0.989; 
            $1 = 0.011; 
          }; 
        }; 
      }; 
    }; 
 
 
    Rib5P := 
    { 
      METAMEASUREMENT := 
      { 
        CUMOMERS := 
        { 
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          cyt_1' := 
          { 
            $10xxx = 0.263 +- 0.03; 
            $11xxx = 0.737 +- 0.03; 
          }; 
          cyt_2' := 
          { 
            $010xx          = 0.145 +- 0.04; 
            $110xx + $011xx = 0.491 +- 0.03; 
            $111xx          = 0.364 +- 0.04; 
 
          }; 
          cyt_3' := 
          { 
            $x010x          = 0.146 +- 0.03; 
            $x110x + $x011x = 0.508 +- 0.02; 
            $x111x          = 0.346 +- 0.03; 
          }; 
          cyt_4' := 
          { 
            $xx010          = 0.106 +- 0.04; 
            $xx110 + $xx011 = 0.094 +- 0.03; 
            $xx111          = 0.799 +- 0.04; 
          }; 
          cyt_5' := 
          { 
            $xxx01 = 0.126 +- 0.04; 
            $xxx11 = 0.874 +- 0.04; 
          }; 
        }; 
      }; 
    }; 
 
    Glyc := 
    { 
      METAMEASUREMENT := 
      { 
        CUMOMERS := 
        { 
          Glyc_C13 := 
          { 
            $10x + $x01 = 0.266 +- 0.032; 
            $11x + $x11 = 1.734 +- 0.032; 
          }; 
          Glyc_C2 := 
          { 
            $010        = 0.106 +- 0.016; 
            $110 + $011 = 0.071 +- 0.016; 
            $111        = 0.823 +- 0.016; 
          }; 
        }; 
      }; 
    }; 
 
    Ser := 
    { 
      METAMEASUREMENT := 
      { 
        CUMOMERS := 
        { 
          Ser_C2 := 
          { 
            $010 = 0.474 +- 0.01; 
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            $110 = 0.082 +- 0.006; 
            $011 = 0.055 +- 0.012; 
            $111 = 0.389 +- 0.012; 
          }; 
          Ser_C3 := 
          { 
            $x01 = 0.602 +- 0.012; 
            $x11 = 0.398 +- 0.010; 
          }; 
        }; 
      }; 
    }; 
 
    Gly := 
    { 
      METAMEASUREMENT := 
      { 
        CUMOMERS := 
        { 
          Gly_C2 := 
          { 
            $01 = 0.629 +- 0.006; 
            $11 = 0.371 +- 0.006; 
          }; 
        }; 
      }; 
    }; 
 
 
    Pyr_C := 
    { 
      METAMEASUREMENT := 
      { 
        CUMOMERS := 
        { 
          Lact_C1 := 
          { 
            $10x = 0.162 +- 0.014; 
            $11x = 0.838 +- 0.014; 
          }; 
          Lact_C2 := 
          { 
            $010 = 0.121 +- 0.006; 
            $110 = 0.023 +- 0.006; 
            $011 = 0.047 +- 0.006; 
            $111 = 0.810 +- 0.006; 
          }; 
          Lact_C3 := 
          { 
            $x01 = 0.135 +- 0.004; 
            $x11 = 0.865 +- 0.004; 
          }; 
        }; 
      }; 
    }; 
 
    Ala_ex := 
    { 
      METAMEASUREMENT := 
      { 
        CUMOMERS := 
        { 
          Ala_ex_C3 := 
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          { 
            $x01 = 0.16 +- 0.01; 
            $x11 = 0.84 +- 0.01; 
          }; 
        }; 
      }; 
    }; 
 
    Pro := 
    { 
      METAMEASUREMENT := 
      { 
        CUMOMERS := 
        { 
          Pro_C2 := 
          { 
            $010xx = 0.567 +- 0.01; 
            $110xx = 0.247 +- 0.01; 
            $011xx = 0.113 +- 0.016; 
            $111xx = 0.073 +- 0.01; 
          }; 
          Pro_C3 := 
          { 
            $x010x = 0.740 +- 0.018; 
            $x011x + $x110x = 0.235 +- 0.018; 
            $x111x = 0.025 +- 0.018; 
          }; 
          Pro_C4 := 
          { 
            $xx010 = 0.315 +- 0.014; 
            $xx011 + $xx110 = 0.625 +- 0.014; 
            $xx111 = 0.060 +- 0.014; 
          }; 
          Pro_C5 := 
          { 
            $xxx01 = 0.333 +- 0.015; 
            $xxx11 = 0.667 +- 0.015; 
          }; 
        }; 
 
      }; 
    }; 
 
    Ala := 
    { 
      METAMEASUREMENT := 
      { 
        CUMOMERS := 
        { 
          Ala_C2 := 
          { 
            $010 = 0.123 +- 0.005; 
            $110 = 0.028 +- 0.005; 
            $011 = 0.061 +- 0.005; 
            $111 = 0.788 +- 0.005; 
          }; 
          Ala_C3 := 
          { 
            $x01 = 0.156 +- 0.004; 
            $x11 = 0.844 +- 0.004; 
          }; 
        }; 
      }; 
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    }; 
 
    Glx := 
    { 
      METAMEASUREMENT := 
      { 
        CUMOMERS := 
        { 
          Glx_C2 := 
          { 
            $010xx = 0.534 +- 0.01; 
            $110xx = 0.267 +- 0.01; 
            $011xx = 0.118 +- 0.01; 
            $111xx = 0.081 +- 0.01; 
          }; 
          Glx_C3 := 
          { 
            $x010x          = 0.772 +- 0.009; 
            $x110x + $x011x = 0.216 +- 0.009; 
            $x111x          = 0.012 +- 0.009; 
          }; 
          Glx_C4 := 
          { 
            $xx010 = 0.300 +- 0.010; 
            $xx110 = 0.007 +- 0.010; 
            $xx011 = 0.657 +- 0.010; 
            $xx111 = 0.036 +- 0.010; 
          }; 
        }; 
      }; 
    }; 
    Asx := 
    { 
      METAMEASUREMENT := 
      { 
        CUMOMERS := 
        { 
          Asx_C2 := 
          { 
            $010x = 0.446 +- 0.01; 
            $110x = 0.316 +- 0.01; 
            $011x = 0.122 +- 0.01; 
            $111x = 0.115 +- 0.01; 
          }; 
          Asx_C3 := 
          { 
            $x010 = 0.455 +- 0.007; 
            $x110 = 0.135 +- 0.007; 
            $x011 = 0.313 +- 0.007; 
            $x111 = 0.097 +- 0.007; 
           
          }; 
        }; 
      }; 
    }; 
 
  }; 
  OPTIONS := 
  { 
  }; 
}; 
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9.6 Stöchiometrisches Stoffwechsel-Modell für BHK-Zellen 
Das hier dargestellte stöchiometrische Stoffwechselmodell basierend auf 
Bilanzgleichungen wurde für das Programm SigmaPlot® verwendet und eine 
intrazelluläre Flussquantifizierung versucht. 
 
Stöchiometrisches Modell für BHK-Zellen: 
 
Glykolyse: 
Glc + ATP   à G6P + ADP 
G6P     à F6P 
F6P   + ATP   à   2 GAP           +         ADP 
GAP + NAD + ADP à  PGA + NADH + ATP 
PGA     à PEP 
PEP + ADP   à PYR + ATP 
 
Laktat-Bildung: 
PYR + NADH   à LAC + NAD 
 
Oxidative Decarboxylierung: 
PYP + NAD   à AcCoA + NADH + CO2 
 
Zitratzyklus: 
AcCoA + OAA   à Icit 
Icit + NAD   à AKG + NADH + CO2 
AKG + NAD  + GDP à Succ + NADH + GTP +
 CO2 
Succ + FAD   à FUM + FADH 
FUM     à MAL 
MAL + NAD   à OAA + NADH 
 
Anaplerotik: 
PYR + ATP + CO2 à OAA + ADP 
PYR + NADPH + CO2 à Mal + NADP 
PEP + GDP + CO2 à OAA + GTP 
 
Lipidsynthese: 
Icit     à OAA + AcCoA 
8 AcCoA + 14 NADPH + 7 ATP à Palmitat + 14 NADP + 8 CoA + 6 H2O + 7 ADP 
 
AS-Stoffwechsel: (nicht-essentielle AS) 
 
GLT + ATP 2 NADPH  à Pro + ADP + 2NADP 
GLN     à GLT + NH3 
GLT +  OAA   à ASP + AKG 
GLT + NAD(P)   à AKG + NAD(P)H + NH3 
GLT +    à AKG + NH3 
PYR + GLT   à ALA + AKG 
ASN     à ASP + NH3 
ASP     à OAA + NH3 
 
SER     à PYR + NH3 
SER + THF   à GLY + M-THF 
PGA + NAD + GLT à SER + NADH + AKG 
GLY + THF + NAD à M-THF + NADH + CO2 +
 NH3 
CYS     à PYR + H2S + NH3 
THR + NAD + ATP à GLY + AcCOA +  NADH +
 AMP 
 
Pentosephosphatweg: 
G6P + 2 NADP  à P5P + 2 NADPH + CO2 
P5P + P5P   à SED7P + GA3P 
SED7P + GA3P   à FRU6P + ERY4P 
P5P + ERY4P   à FRU6P + GA3P 
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Nukleotidstoffwechsel: 
· Purine: 
RIB5P + ATP   à PRPP + AMP 
PRPP + 2 GLN + GLY + 4 ATP + 2 F-THF + ASP à 4 ADP + 2 GLT + 2 THF + FUM + IMP 
 
HYPO + RIB5P   à IMP 
IMP + ASP + GTP à AMP + FUM + GDP 
IMP + NAD + ATP + GLN à GMP + NADH  +  AMP + 
 GLT 
 
· Pyrimidine: 
CO2 + GLN + 2 ATP + ASP + PRPP à UMP + 2 ADP 
 
UMP + M-THF   à TMP + THF 
UMP + NH3   à CMP 
TMP + ADP   à Thymidin + ATP 
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